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1. INTRODUZIONE. 
1.1. IMPORTANZA DELLA SALVAGUARDIA DELLE SPECIE 
SELVATICHE. 
Il fenomeno dell’estinzione è considerato parte naturale del processo 
dell’evoluzione delle specie animali e come tale è considerato irreversibile. Negli 
ultimi decenni però si è manifestato con una frequenza notevolmente maggiore 
rispetto alla nascita di nuove specie e secondo la Lista Rossa pubblicata nel 2008 
dalla Commissione per la Sopravvivenza delle Specie (IUCN- World 
Conservation Units) comprendente 44383 specie totali di animali, 16928 sono 
considerate a rischio d’estinzione. Tra queste salgono a 1226 le specie di uccelli a 
rischio mondiale e 190 sono gravemente minacciate di estinzione. 
Le ragioni di questa attuale situazione sono numerose e legate a diversi fattori. In 
particolare, sono state identificate sei principali cause (Soulè 1991) che 
contribuiscono alla progressiva diminuzione della biodiversità e sono tutte 
direttamente relazionate alle attività dell’uomo: 1) perdita degli habitat; 2) 
frammentazione dei territori; 3) depauperamento delle risorse; 4) diffusione di 
specie esotiche e di nuove patologie; 5) inquinamento; 6) cambiamenti climatici. 
L’importanza di preservare la biodiversità all’interno del nostro pianeta è stata 
ormai universalmente riconosciuta. Un diffuso consenso sia nel mondo scientifico 
sia in quello pubblico ha portato i governi ad attribuire un’alta priorità al 
mantenimento della diversità biologica, sia attraverso la protezione degli habitat 
che attraverso programmi per la conservazione delle specie. Molti paesi hanno 
quindi risposto alla gravità della situazione attuale con nuove leggi, che 
fermassero il continuo sfruttamento e la cattiva gestione delle risorse naturali e 
degli animali selvatici. La sparizione di una singola specie, infatti, può avere gravi 
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ripercussioni su tutto l’equilibrio dell’ecosistema che le apparteneva. Ci sono due 
principali proposte per la conservazione delle specie selvatiche minacciate. La 
prima comprende la preservazione dell’habitat, generalmente su larga scala, 
proteggendo in questo modo le specie al suo interno (Margules and Pressey 2000; 
Hanks 2001). La seconda si concentra sulla riproduzione e la propagazione delle 
specie individuali in cattività (ex situ; Holt and Pickard 1999; Wildt and Wemmer 
1999; Wildt et al., 2001; Loskutoff, 2003; Pukazhenthi and Wildt 2004). In un 
mondo ideale la preservazione dell’habitat dovrebbe sempre essere la priorità. In 
teoria, la strategia conservazionista più efficace dovrebbe prevedere la protezione 
dell’intero habitat e quindi di tutte le specie autoctone lì presenti (Wildt, 1997a). 
Purtroppo, le possibilità di una sua effettiva applicazione sono, come è facile 
intuire, spesso limitate. Alla conservazione in situ, allora, spesso si sostituisce il 
tradizionale metodo dell’allevamento in cattività, che però presenta numerose 
limitazioni che ne impediscono il successo, soprattutto nel caso in cui riguardi 
specie seriamente minacciate. In particolare, alcune di queste limitazioni 
includono (Lasley et al., 1994): 1) la disponibilità di spazio sufficiente ad ospitare 
un numero adeguato di individui in modo da preservare la variabilità genetica; 2) 
la capacità di assicurare il benessere e la salute animale di specie selvatiche in 
cattività, soprattutto quando le informazioni sulle loro abitudini di vita sono molto 
limitate; 3) la possibilità di assicurare determinati moduli comportamentali, che 
spesso risultano fondamentali per il successo dell’accoppiamento; 4) la 
disponibilità di apportare una dieta varia ed equilibrata, rispettando il rapporto 
costo-beneficio; 5) l’abilità di identificare e trattare adeguatamente gli insuccessi 
riproduttivi, identificando quelli che derivano unicamente da cattiva gestione; 6) 
la capacità di gestire adeguatamente la genetica delle piccole popolazioni. 
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In certi casi, di conseguenza, sono necessarie azioni più mirate per assicurare la 
salvaguardia di specie seriamente minacciate. Molto spesso, inoltre, al problema 
della limitata consistenza numerica di alcune popolazioni animali, si aggiunge il 
fatto che queste risultano composte da piccole popolazioni isolate senza 
possibilità di interscambio. In quest’ultimo caso, infatti, il pericolo principale è 
rappresentato dal fatto che l’accoppiamento ripetuto tra gli stessi individui 
aumenta il grado di inbreeding e di omozigosi. La variabilità genetica, infatti, 
diminuisce ad ogni generazione secondo un valore inversamente proporzionale 
all’effettiva dimensione numerica della popolazione (Ballou, 1992). Inoltre, 
fluttuazioni random nel rapporto tra le nascite e le morti o distorsioni nella sex 
ratio, mentre risultano insignificanti in popolazioni numerose, possono portare, 
invece, popolazioni di ridotte dimensioni all’estinzione semplicemente a causa 
della riduzione del loro numero al di sotto della capacità di recupero. 
Di conseguenza, la salvaguardia delle specie in pericolo di estinzione o composte 
da piccole popolazioni isolate dovrebbero prevedere uno sforzo multidisciplinare, 
comprendente una caratterizzazione sia genetica che ecologica, in modo da 
garantire non solo l’aumento nel numero degli individui, ma anche il 
mantenimento della variabilità genetica. In questo contesto e per le ragioni 
sopraelencate, appare sempre più evidente il motivo per il quale negli ultimi anni, 
all’interno di programmi di conservazione delle specie selvatiche, abbia acquisito 
un ruolo sempre più determinante l’applicazione delle biotecnologie della 
riproduzione. Le tecniche di riproduzione assistita permettono, infatti, di ottenere 
più nati da un individuo selezionato in modo da garantire il mantenimento della 
variabilità genetica e allo stesso tempo riducono l’intervallo generazionale.  
E’ opinione comune che la salvaguardia di una specie animale non avrebbe molto 
senso se non dovesse più esistere l’habitat nel quale successivamente reintrodurla. 
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Per questa ragione,le metodiche di conservazione ex situ dovrebbero essere 
considerate all’interno del contesto generale della conservazione ambientale. 
Dagli inizi degli anni ’70, popolazioni in cattività di molti animali selvatici sono 
allevate all’interno di zoo, e fortunatamente per molte di esse esiste ancora un 
habitat naturale nel quale essere reintrodotte. A questa esigenza ha in parte 
risposto la costituzione di organismi sopranazionali (European Association of 
Zoos and Aquaria; EAZA) per la realizzazione di programmi di conservazione e 
di tutela delle specie animali. Lo scopo ultimo è quello di promuovere la 
conservazione delle specie selvatiche attraverso il coordinamento dei programmi 
di riproduzione in cattività portati avanti localmente al fine di garantire la 
conservazione del 90% della variabilità genetica originale di ogni specie per un 
periodo di 200 anni (European Endagered Species Programmes, EEP) (Boer 
LEM, 1994). Di conseguenza, le popolazioni sono gestite con lo scopo di 
minimizzare la perdita di variabilità genetica dovuta a processi casuali, e di evitare 
l’inbreeding e il successivo rischio di espressione di tratti genetici sfavorevoli o 
addirittura letali, così come la perdita di caratteristiche vantaggiose dovute ad una 
selezione innaturale. Conservare il 90% di variabilità per 200 anni è relativamente 
facile per mammiferi dalla vita lunga come l’elefante (5-10 generazioni). Per gli 
uccelli invece con intervalli generazionali corti questo obiettivo è molto difficile 
senza ricorrere alla biotecnologia (Saint Jalme et al., 2003).  
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1.2. BIOTECNOLOGIE RIPRODUTTIVE NEGLI UCCELLI. 
Le tecniche di riproduzione assistita come la crioconservazione del seme e 
l’inseminazione artificiale (AI) giocano un ruolo importante nella conservazione e 
nella trasmissione di geni preziosi alle generazioni future e ciò aiuta a conservare 
e a propagare le specie in pericolo che non sono in grado di riprodursi in cattività 
(Sontakke et al., 2004). 
 
1.2.1. PRELIEVO DEL MATERIALE SEMINALE. 
 Nel 1935, Burrows e Quinn introdussero per la prima volta nel mondo il metodo 
della raccolta del seme nelle specie aviarie usando il pollo domestico (Burrows 
and Quinn, 1935). Da allora, la raccolta del seme e l’inseminazione artificiale 
hanno dato inizio all’ideazione di procedure ben avviate, non soltanto 
nell’industria del pollame, ma anche con programmi di riproduzione in cattività 
delle specie non domestiche comuni e in pericolo attraverso il mondo (Samour, 
2004). La raccolta del seme nelle specie avicole può avvenire tramite massaggio 
della regione dorso-caudale e addominale, l’impiego di una vagina artificiale, 
tramite elettrostimolazione o mediante il metodo cooperativo. Per effettuare il 
massaggio in genere sono necessari due operatori, di cui uno incaricato del 
massaggio stesso e l’altro della raccolta dello sperma. La qualità e il volume del 
materiale seminale sono fortemente condizionati dai fattori di stress. Pertanto al 
momento della manipolazione gli animali devono essere il più possibile tranquilli 
e le azioni non devono essere effettuate brutalmente per non creare un riflesso di 
inibizione nel maschio e per evitare l’espulsione delle deiezioni che possono 
contaminare lo sperma e comprometterne l’impiego successivo. Gli spermatozoi 
dei volatili sembrano essere più resistenti di quelli di altri animali allo shock 
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termico (Derivaux, 1975). Tuttavia gli oggetti impiegati per la raccolta dello 
sperma dovrebbero essere sia riscaldati al momento dell’uso, al fine di evitare 
elevati sbalzi di temperatura al materiale seminale, sia isolati per ridurre al 
minimo le perdite di calore. La pratica del massaggio manuale consiste nel tenere 
il maschio adagiato sul petto mentre gli viene effettuato un massaggio prima nella 
regione dorso-caudale e, quando l’animale solleva la coda, anche a livello della 
regione circostante la cloaca. L’azione, a ritmo alternato sulle due regioni, 
provoca in un tempo più o meno lungo l’erezione dell’organo copulatore a seguito 
della quale, praticando una certa pressione lungo i lati e nella parte inferiore della 
cloaca, si ottiene l’emissione di sperma per spremitura dei dotti deferenti e della 
papilla (Derivaux, 1975; Cavalchini, 1983).  
Lo sperma può essere raccolto anche mediante l’impiego della vagina artificiale. 
In questo caso viene introdotta una femmina  nella gabbia del maschio, il quale, 
una volta salito sul dorso di quest’ultima, inizia a compiere con le timoniere dei 
movimenti di “scodinzolio”. Questa azione individua l’erezione del pene, 
l’operatore interviene premendo la vagina artificiale contro la cloaca del maschio 
e contemporaneamente esercitando una certa pressione a livello della regione 
dorso-caudale dell’animale con movimento discendente e laterale della coda; in 
questo modo determina l’estroflessione del pene e l’eiaculazione all’interno della 
vagina artificiale per spremitura dei dotti deferenti (Marzoni et al.,1992). 
L’elettrostimolazione non è un modo comune per raccogliere il seme negli uccelli 
ma è usato molto più frequentemente nei mammiferi domestici (Almquist, 1968). 
E’ utile per raccogliere il seme rapidamente e per ridurre lo stress associato alla 
manipolazione umana (Harrison and Wasmund, 1983). Inoltre non richiede la 
collaborazione dell’animale e perciò viene utilizzata più frequentemente in uccelli 
non domestici difficili da manipolare come alcuni psittacidi (Betzen, 1985; 
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Harrison and Wasmund, 1983; Samour et al., 1988), ma anche anatre, oche e 
piccioni. E’ però molto indaginoso in quanto richiede l’anestesia o la sedazione 
profonda dell’animale e può causare danni ai tessuti interni se non si ha adeguata 
manualità. Il metodo della raccolta cooperativa è stato usato per la prima volta dai 
falconieri con rapaci imprintati sessualmente (Berry, 1972; Boyd, 1977; Grier et 
al., 1972; Hamerstom, 1970; Temples, 1972). Se tenuti in stretto contatto con 
l’uomo e se isolati dai conspecifici, è comune infatti negli uccelli lo sviluppo 
dell’imprinting. Gli animali socializzano ed esprimono comportamenti sessuali 
verso l’essere umano e, se incoraggiati, arrivano al tentativo di accoppiarsi con 
esso (Gee et al., 2004). Questa modalità di raccolta del seme si basa infatti 
sull’eiaculazione volontaria del maschio che, una volta stimolato dalla presenza 
dell’uomo, si accoppia con specifici oggetti utilizzati a tale fine. Il metodo 
cooperativo minimizza lo stress e i rischi di traumi per l’animale e per l’uomo, ma 
alcuni uccelli non eiaculano, producendo solo liquido seminale, o hanno basse 
concentrazioni spermatiche (Blanco et al., 2002).  
 
1.2.2. LA CRIOCONSERVAZIONE. 
 Le risorse genetiche vengono ottimizzate allo scopo di preservare il genoma di 
animali in pericolo in un mondo in cui la biodiversità sta decrescendo. Ciò 
richiede programmi di conservazione che prendano in considerazione la gestione 
degli animali così come la gestione delle cellule riproduttive crioconservate. Le 
cellule crioconservate possono comprendere i gameti, gli embrioni e le cellule 
embrionali che possono essere usate per ripristinare i genomi originali. La 
crioconservazione degli oociti e degli embrioni degli uccelli non è possibile a 
causa delle caratteristiche dell’uovo megalecitico. Approcci alternativi come la 
crioconservazone di cellule embrionali e il loro re-impianto in embrioni ospiti 
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potrebbero essere importanti (Tajima, 2002; Van de Lavoir et al., 2006). Tuttavia, 
questi metodi non sono sufficientemente efficaci e sono troppo costosi per i 
programmi di conservazione genetica (Petite, 2006). E’ stato eseguito da Song e 
Silversides (2007) il congelamento di tessuto testicolare di gallo in azoto liquido e 
il suo successivo utilizzo nel generare spermatozoi maturi quando trapiantato in 
adatti ospiti riceventi. Il loro esperimento ha avuto successo ma sono numerose le 
difficoltà che hanno dovuto affrontare. Inoltre, Kang et al. (2008) hanno proposto 
un metodo alternativo di tecnica riproduttiva che potrebbe essere applicata nella 
conservazione delle specie di uccelli in pericolo basato sulla trapianto di linee 
germinali tra specie diverse. Gli autori hanno trasferimento cellule germinali 
primordiali (PGCs) delle gonadi di embrione di 7gg di fagiano nell’aorta di un 
embrione di pollo di 2.5 giorni. I maschi chimera che sono nati da queste uova si 
sono accoppianti con femmine di fagiano e hanno prodotto un 17.5 % di fagiani e 
un 82.5 % di ibridi. Questa metodica innovativa ha il grosso vantaggio di 
permettere la riproduzione delle varie specie in qualsiasi periodo dell’anno, 
indipendentemente dalla stagione riproduttiva. La raccolta di cellule germinali da 
uccelli selvatici o in pericolo è però ampiamente ristretta a causa della loro 
limitata capacità nella produzione di uova (in brevi periodi di tempo o per il 
limitato numero di uova deposte). Tutto ciò richiede quindi l’applicazione di un 
sistema di cultura in vitro di PGCs (Kang et al., 2008). Il miglior metodo possibile, 
attualmente, per la gestione delle cellule riproduttive negli uccelli è perciò la 
crioconservazione del seme, principalmente studiata fino ad ora nel pollo 
(Bellagamba et al., 1993; Hammersted, 1995; Massip et al., 2004; Blesbois, 
2007). Tuttavia, anche nei polli, la crioconservazione del seme non è ancora 
largamente usata nei programmi di conservazione poiché i tassi di successo 
dipendono ampiamente da due fattori: la fertilità della razza (Blesbois et al., 2007) 
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e l’alta variabilità individuale intra-razza. Tale variabilità mette in evidenza il 
bisogno di efficaci test di qualità in vitro degli spermatozoi che permettano di 
predire i tassi di successo della crioconservazione del singolo maschio. Sono stati 
condotti numerosi studi nei mammiferi (ESHRE Andrology Special Interest 
Group, 1996; Gadea, 2005; Gillan et al., 2005; Hoflack et al., 2005; Papadopoulos 
et al., 2005; Vidament, 2005; Hernandez et al., 2006; Peterson et al., 2007). 
Questi suggeriscono l’uso di differenti indicatori che comprendono la vitalità 
spermatica, la motilità, lo stato della reazione acrosomale e le resistenza allo stress 
osmotico. Sono stati indicati come possibilmente correlati alle differenze tra le 
specie nell’abilità dello spermatozoo di resistere al processo di congelamento-
scongelamento due tratti biofisici del seme di uccello: la resistenza dello 
spermatozoo allo stress osmotico e la fluidità di membrana (Blanco et al., 2000; 
Blesbois et al., 2005). Studi nei polli e nei tacchini hanno mostrato cambiamenti 
in numerose funzioni dello spermatozoo, comprendenti la vitalità, la motilità, la 
concentrazione di ATP dopo congelamento (Long, 2006; Blesbois, 2007). Lo 
studio di questi parametri svolge un ruolo fondamentale per valutare il potere 
fecondante del seme e di conseguenza per testare la qualità del maschio donatore. 
La quantificazione del contenuto di ATP negli spermatozoi, è un utile metodo per 
la valutazione della funzionalità spermatica (Long and Guthrie, 2006) ed è stata 
riportata una lineare relazione tra la concentrazione di adenosin trifosfato (ATP) e 
la motilità spermatica negli uccelli (Wishart, 1984; Froman and Feltmann, 1998). 
La motilità spermatica è un fattore critico nel mantenimento della fertilità. Negli 
uccelli, la porzione vaginale dell’ovidotto della gallina regola l’ingresso dello 
sperma (Steele and Wishart, 1992; Brillard, 1993), e soltanto gli spermatozoi 
mobili sono in grado di attraversare la vagina e di entrare nei tubuli di raccolta del 
seme (SST) (Allen and Grigg, 1958; Steele, 1992). Circa l’87% degli spermatozoi 
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inseminati vengono espulsi dalla cloaca della tacchina entro un ora 
dall’inseminazione artificiale (AI) (Howarth, 1971), e meno dell’1% degli 
spermatozoi è stato ritrovato negli SST (Brillard and Bakst, 1990). Ciò indica che 
la maggior parte del seme inseminato viene perso dalla femmina e non raggiunge 
gli SST. Storicamente, è stato difficile usare un metodo di misurazione della 
motilità per predire la potenziale fertilità nel pollame, forse per soggettività dei 
metodi usati. Tuttavia è stato sviluppato nei galli e modificato nei tacchini, una 
misurazione obiettiva della motilità spermatica, il test della motilità spermatica 
(SMT) (Froman and McLean, 1996; Donoghue et al., 1998). Il test avviene a 
temperatura corporea degli uccelli (41˚C) e misura l’abilità dello spermatozoo ad 
entrare in una soluzione densa di Accudenz. Il seme di maschi con fenotipo ad 
alta motilità spermatica mantengono tassi di fertilità più alti rispetto al seme di 
maschi con fenotipo a media o a bassa motilità (Froman and McLean, 1996; 
Froman et al., 1997; Donoghue et al., 1998; Froman and Feltmann, 1998, Froman 
et al., 1999). I maschi con seme a bassa motilità producono un minor numero di 
pulcini in seguito ad inseminazioni eterospermiche con seme di maschi ad alta e a 
bassa motilità o a media e a bassa motilità (Donoghue et al., 1999). Questi 
risultati enfatizzano la forte relazione tra la motilità spermatica, la raccolta del 
seme nella femmina e la fertilità. Le differenze fenotipiche della motilità 
spermatica possono essere misurate anche tramite il CASA (Computer assisted 
sperm analysis), che è stato utilizzato per investigare i parametri di motilità di 
numerose specie: topo (Moore and Akhondi, 1996), coniglio (Farrell et al., 1993), 
verro (Holt et al., 1997), toro (O’Connor et al., 1981; Amann, 1989), tacchino 
(Bakst and Cecil, 1992; King et al., 2000), gallo (Blesbois et al., 2008) e uomo 
(Holt et al., 1985,1989; Barlow et al., 1991; Davis et al., 1991; Liu et al., 1991; 
Barratt et al., 1993; MacLeod and Irvine, 1995). In numerosi studi sono state 
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trovate correlazioni tra i parametri di motilità del CASA e la fertilità. L’effetto del 
processo di congelamento/scongelamento sul seme è spesso misurato in termini di 
motilità spermatica, vitalità cellulare e capacità fertilizzante. Numerosi studi 
hanno dimostrato l’esistenza di danni spermatici associati a minore motilità e 
fertilità, minor contenuto in ATP, minore integrità mitocondriale e della 
membrana plasmatica (Cabrita et al. 1998; Cabrita et al. 2001; Lanhsteiner et al. 
1999; Ogier de Baulny et al. 1997; Suquet et al. 1998). Tuttavia, questi parametri 
non danno informazioni riguardo all’integrità del DNA  e della cromatina. Danni 
al DNA dello spermatozoo sono stati osservati in numerose specie di mammiferi, 
tali come l’uomo, il topo, il cavallo e il maiale (Ahmadi et al. 1999; Baumber et 
al. 2003; Hamamah et al. 1990; Hughes et al. 1997; Singh et al. 2003; Steele et 
al. 2000) usando differenti tecniche (Cabrita et al., 2005). Uno dei più comuni 
metodi utilizzati per la misurazione del DNA danneggiato degli spermatozoi è una 
elettroforesi con gel a singole cellule, noto come “comet assay” che determina la 
frammentazione del DNA nelle singole cellule (Cabrita et al., 2005). Il nome 
“comet” deriva dall’aspetto che viene assunto dalle cellule con DNA danneggiato. 
Sebbene il DNA non danneggiato appaia come una massa sferica occupante la 
cavità formata dalla cellula lisata, il DNA danneggiato può scorrere come la coda 
di una cometa in direzione dell’anodo (Steele et al., 2000; Kent et al., 1995). Le 
analisi della forma e della lunghezza della coda delle “comet”, così come il 
contenuto di DNA nella coda, danno una valutazione del DNA danneggiato. 
 
1.2.3. PROBLEMATICHE DELLA CRIOCONSERVAZIONE NEGLI UCCELLI  
La conservazione del seme è considerata da sempre la fase che presenta le 
maggiori difficoltà in qualsivoglia specie animale, in quanto le cellule germinali, a 
seguito dei trattamenti chimici e termici, subiscono alterazioni fisiche e chimiche 
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più o meno significative che ne compromettono la vitalità. In particolare, per 
quanto riguarda le specie avicole, il seme può essere utilizzato fresco, entro 45 
minuti dalla raccolta, senza dover effettuare alcun trattamento di diluizione e/o di 
raffreddamento (Cavalchini, 1983). Conservando invece il materiale seminale per 
24 ore a temperatura ambiente, si è osservata una diminuzione dell’11-15% della 
fertilità (Giavarini, 1991). Per limitare o evitare questa perdita di efficienza 
riproduttiva, sono stati formulati diluenti sintetici con l’intenzione di riprodurre in 
vitro l’ambiente in cui il seme è normalmente immesso in vivo. La conservazione 
a lunga scadenza del seme diluito è invece raggiunta con la crioconservazione, che 
permette uno stoccaggio indefinito. La preparazione delle cellule per il 
congelamento richiede l’aggiunta di diluenti, simili a quelli usati per conservare il 
seme liquido, e di un crioconservante, cioè una sostanza che favorisca la 
solidificazione dell’acqua allo stato amorfo, per esempio il glicerolo, il DMSO 
(dimetilsulfosside) o il DMA (dimetilacetamide). La loro funzione è quella di 
proteggere le cellule dalle conseguenze della formazione dei cristalli di ghiaccio e 
dalla modificazione della composizione del medium, come dagli effetti dei 
cambiamenti di temperatura. L’utilizzo di queste sostanze ha facilitato questo tipo 
di conservazione a -196˚C non senza però controindicazioni (Smith and Polge, 
1950; Bootwalla and Miles, 1992). Per attenuare gli effetti negativi legati a queste 
modificazioni si possono utilizzare sostanze note per la loro azione protettiva 
benefica. Tra queste è nota in letteratura il disaccaride trealosio, usato con 
successo nella crioconservazione del seme in differenti specie di mammiferi, tali 
come l’ariete (Aisen et al., 2002), la capra (Aboagla and Terada, 2003), il toro 
(Chen et al., 1993; Woelders et al., 1997), il topo (Sztein et al., 2001) e lo stallone 
(Squires et al., 2004). Si pensa che possa contribuire alla stabilità di membrana 
dello spermatozoo che sembra così meno vulnerabile ai rapidi cambiamenti fisici 
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e morfologici che si verificano durante il rapido efflusso d’acqua che caratterizza 
il processo di congelamento (Woelders et al., 1997).  Il ciclo di crioconservazione 
include l’intero processo della preparazione e diluizione del seme, fino al 
mantenimento post-congelamento della funzionalità per un lungo periodo. Le 
principali difficoltà osservate sono: 1) la degradazione delle membrane delle 
cellule germinali dovuta alla comparsa di cristalli di ghiaccio e alla disidratazione 
che si verifica durante la preparazione degli spermatozoi per il congelamento o 
durante il congelamento stesso; 2) i fenomeni di tossicità  dovuti all’aumento della 
concentrazione intracellulare dei soluti, aumento anch’esso legato al 
congelamento differenziale. L’ottimale ciclo di crioconservazione deve 
rappresentare un compromesso che aiuti a preservare, per una porzione di cellule 
il più larga possibile, l’integrità delle diverse strutture aventi richieste 
criobiologicamente diverse, in quanto il protocollo di crioconservazione forza le 
cellule a cambiare dalla loro condizione naturale di distribuzione bilanciata dei 
soluti intorno alla membrana, per una sopravvenuta sbilanciata distribuzione degli 
stessi in risposta all’aggiunta del crioconservante e durante il congelamento, 
quando i soluti intorno alle membrane diventano più concentrati, ma anche 
durante lo scongelamento prima che le cellule tornino definitivamente al loro stato 
originale (Castrovilli et al., 2000). In particolare le specie avicole hanno alcune 
caratteristiche fisiologiche uniche che possono influenzare la conservazione del 
seme. A differenza degli spermatozoi di toro, ariete e verro, quelli avicoli hanno 
una testa cilindrica e non molto più grande in diametro rispetto alla coda 
(approssimativamente 0.5 µm, Thurston and Hess, 1987). Il minor volume 
citoplasmatico e perciò la minore abilità a fare entrare il crioprotettore all’interno 
della testa dello spermatozoo può essere uno dei motivi per i quali gli spermatozoi 
degli uccelli non sopravvivono bene al processo del congelamento. Inoltre, la 
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coda dello spermatozoo è piuttosto lunga (Thurston and Hess, 1987), da 90 a 100 
µm, approssimativamente 8 volte la lunghezza della testa [paragonata allo 
spermatozoo di toro dove la lunghezza della coda è approssimativamente 50 µm 
(Salisbury and Vandemark, 1961)], rendendo così lo spermatozoo delle specie 
avicole in genere potenzialmente più suscettibile ai danni del congelamento 
(Donoughe and Wishart, 2000). In letteratura sono state proposte varie procedure 
di congelamento del seme di uccelli, ma solo poche hanno dato valori accettabili 
di fertilità. Le tecniche di congelamento più utilizzate nelle specie avicole sono 
quelle indicate da Seigneurin and Blesbois (1995) e da Tselutin et al. (1999). In 
esse i criprotettori utilizzati sono il DMA e il glicerolo e il viene stoccato in 
paillettes di plastica o sottoforma di pellets e immerso in azoto liquido a -196˚C 
Dei crioprotettori studiati fino ad oggi, il glicerolo sembra essere il più efficace 
nella protezione dello sperma del pollame durante il ciclo criogenico (Maeda et 
al., 1984; Bacon et al., 1986; Hammerstedt and Graham, 1992; Donoghue and 
Wishart, 2000). Le concentrazioni di glicerolo che servono per assicurare 
un’adeguata protezione sono però contraccettive nella gallina. La precisa ragione 
della minore fertilità dello sperma inseminato in presenza di glicerolo è 
sconosciuta, ma è probabilmente legata allo shock osmotico che segue la rapida 
perdita di glicerolo dallo sperma nel tratto riproduttivo della gallina e la 
successiva rottura della membrana cellulare (Westfall and Howart, 1978; Lake et 
al., 1980). Metodi per la rimozione del glicerolo dal seme prima 
dell’inseminazione sono stati però studiati con vari successi (Lake and Steward, 
1978; Buss, 1993; Phillips et al., 1996). 
Numerosi sono quindi i problemi associati alla tecnica della crioconservazione e 
sono: 1) la scelta di un adatto diluente per la conservazione a basse temperature; 
2) la ricerca di crioprotettori capaci di ridurre il danno cellulare causato dal 
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congelamento; 3) la scelta delle temperature di congelamento e come 
raggiungerle; 4) il metodo usato per prerefrigerare il materiale seminale prima di 
congelarlo; 5) la separazione del crioprotettore dal materiale seminale e la 
diluizione del materiale seminale prima della fertilizzazione; 6) la scelta dei 
recipienti di raccolta più adatti durante la refrigerazione e il congelamento; 7) la 
procedura di scongelamento; 8) la tecnica di inseminazione artificiale 
(fertilizzazione intravaginale o intrauterina) (Bellagamba et al., 1993).  
 
1.2.4. INSEMINAZIONE ARTIFICIALE 
L’inseminazione artificiale (AI) nelle specie avicole ha avuto un ruolo molto 
importante fin dal 1960 nella riproduzione dei tacchini e in seguito nel 
management dei polli da carne (Reddy, 1995). Esistono due tecniche di AI: la 
intravaginale e l’intrauterina. La tecnica correntemente più utilizzata, quella 
intravaginale, risale al 1930 e consiste nell’applicare una leggera pressione 
all’addome della femmina e nell’eversione dell’orificio vaginale attraverso la 
cloaca (Quinn and Burrows, 1936). Il seme viene deposto a 2-4 cm nell’orificio 
vaginale contemporaneamente al rilascio della pressione sull’addome della 
femmina. L’inseminazione viene realizzata con cannule, siringhe o tubi di 
plastica. La procedura non è così semplice nelle anatre e nelle oche poiché a 
differenza delle femmine di pollo e di tacchino, l’ovidotto non può essere 
estroflesso e la domanda commerciale in queste specie è limitata (Cooper, 1977). 
La tecnica intrauterina richiede l’anestesia profonda dell’animale che viene 
posizionato in decubito ventrodorsale. La cloaca viene esposta sollevando 
leggermente la coda e contemporaneamente distendendo l’addome della femmina; 
l’ovidotto viene visualizzato ma non esposto tramite uno speculum vaginale 
adatto alle dimensioni della specie. Viene inserito un endoscopio flessibile di circa 
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2 mm di diametro per individuare il lume uterino, una volta visualizzato viene 
oltrepassato di 1 o 2 cm con un catetere sterile. L’endoscopio viene rimosso,si 
solleva la coda dell’animale in modo che il corpo formi un angolo 75˚ e si inocula 
il seme con una siringa sterile. Dopo 2 minuti viene rimosso anche il catetere e 
l’animale riposizionato in decubito ventrodorsale (Blanco et al., 2002). 
Sebbene comunemente usata per aumentare la distribuzione dei geni preziosi e per 
mantenere alta la fertilità nel pollame, l’inseminazione artificiale è stata anche 
usata con successo per vincere i fallimenti riproduttivi naturali di alcune specie 
non domestiche (Donoughe et al., 2003; Lake, 1995). Le cause di insuccesso 
nell’AI dipendono da multipli fattori stagionali, ambientali e comportamentali, ai 
quali si aggiungono inoltre una scarsa qualità del seme o un inadeguato 
maneggiamento delle uova. 
La storia riproduttiva delle specie e dei singoli individui è fondamentale per 
stabilire un programma di riproduzione assistita e ciò include lo studio dei 
comportamenti e della fisiologia. E’ importante l’età del primo uovo, la data del 
primo uovo ad ogni stagione, le condizioni fisiologiche e i comportamenti tipici 
che danno il segnale dell’inizio della stagione riproduttiva (per esempio la 
costruzione del nido, rituali stereotipati come vocalizzazioni specifiche, lo 
spostamento del materiale per il nido, l’atto dell’accoppiamento) (Swengle et al. 
1996). In numerosi uccelli non domestici la data del primo uovo è la stessa in ogni 
stagione riproduttiva di anno in anno (Gee and Mirande, 1996; Ellis et al., 1996). 
In alcuni uccelli selvatici lo stress dovuto a maneggiamento, al personale non 
familiare, a rumori forti ecc.., può bloccare la produzione di uova (Mirande et al, 
1997) e aumentare l’incidenza delle uova rotte o dal guscio molle (Mirande et al, 
1996). Anche comportamenti anomali possono derivare dal disturbo. Per risolvere 
questi problemi si possono applicare alcuni accorgimenti quali iniziare la 
Dott.ssa Manuela Madeddu – Titolo della tesi: Creazione di una banca del seme di specie selvatiche dell’avifauna 
sarda mediante l’utilizzo del gallo come modello sperimentale.. – Tesi di dottorato in “Riproduzione, Produzione e 
Benessere Animale”. – Università degli Studi di Sassari. 
21
manipolazione molto prima dell’inizio della stagione riproduttiva e fornire cibo 
gradito all’animale dopo ogni AI o raccolta del seme (Gee and Mirande, 1996). 
Ulteriori cause di insuccesso possono dipendere dalla forte specie specificità che 
caratterizza le specie avicole, come esposto da Blanco et al. (2000) e ciò dimostra 
come sia indispensabile una ricerca e uno studio di base su ciascuna singola 
specie affinchè la crioconservazione possa essere efficace. I bassi tassi di fertilità 
ottenuti fino ad oggi con seme congelato nelle specie selvatiche possono derivare 
anche dai ridotti volumi (10-100 µl a seconda della specie) e dalla scarsa qualità 
del seme spesso contamino da urine. E’ comune trovare infatti eiaculati 
contaminati in varie specie come nell’oca Canadese (57%) (Gee and Sexton, 
1990), nell’Aquila reale (37%), nell’Aquila imperiale (43%), nell’Aquila del 
Bonelli (29%) e nel falco pellegrino (48%) (Blanco et al., 2000).  
 L’AI con l’utilizzo di seme fresco è stata eseguita con successo in alcuni 
Casuariformi, Anseriformi, Falconiformi, Galliformi, Gruiformi, Columbiformi, 
Psittaciformi e Passeriformi (Boyd, 1988; Brock, 1991; Cain, 1978; Gee, 1983; 
Gee, 1994; Gee et al., 1990; Park et al., 1986; Saint Jalme et al., 1994; Samour et 
al., 1986; Scheres, 1998; Spiller et al. 1976; Stunden et al., 1998; Wentworth and 
Mellen, 1963). Nel selvatico viene principalmente applicata con lo scopo di 
ridurre l’infertilità che può essere riscontrata nelle seguenti situazioni: una coppia 
di animali non compatibili tra loro; individui imprintati (gli uccelli allevati 
possono imprintarsi all’uomo e divenire riluttanti ad accoppiarsi con i 
conspecifici); difficoltà nell’accoppiamento naturale per differenze di taglia 
corporea, ferite o deformità; alterata sex ratio; disturbo da parte dei visitatori negli 
zoo. La metodica della crioconservazone del seme nelle specie selvatiche ha 
permesso di eseguire l’AI con seme congelato e scongelato in alcune specie, quali 
il Gheppio americano (Gee at al., 1993) con tassi di fertilità del 30,4% (Brock and 
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Bird, 1991), la Grù canadese con tassi di fertilità pari al 50% (Gee et al., 1985; 
Sexton and Gee, 1978), l’oca del Canada (Gee and Sexton, 1990), il passero 
domestico (Gee, 1983) e il parrocchetto ondulato (Samour et al., 1988), con la 
conseguente nascita di pulcini. La possibilità di scambiare campioni di seme 
piuttosto che animali interi evita lo stress e i potenziali rischi del maneggiamento 
e del trasporto, è meno costoso e riduce i rischi delle trasmissione di malattie. 
Inoltre la conservazione a lungo termine del seme permette la reintroduzione dei 
geni di esemplari da tempo scomparsi nella popolazione in cattività, riducendo 
così la velocità di perdita della diversità genetica (Saint Jalme et al., 2003).  
 
1.3. FISIOLOGIA RIPRODUTTIVA NEGLI UCCELLI 
1.3.1. SISTEMA RIPRODUTTIVO FEMMINILE 
Il tratto riproduttivo della femmina (ovaio e ovidotto) è il luogo della formazione 
delle uova, della raccolta del seme e della fertilizzazione. Negli uccelli l’ovaio è 
un organo soggetto a modificazioni estremamente dinamiche, capace, durante la 
stagione riproduttiva, di portare avanti lo sviluppo annuale di una o più uova, 
prima di andare incontro ad una quasi completa regressione durante la stagione 
non riproduttiva.  
Dal punto di vista morfologico e funzionale è importante sottolineare che nelle 
ovaie attive, quindi durante il periodo di ovodeposizione, sono presenti follicoli a 
tutti gli stadi di sviluppo, da quelli primordiali quiescenti fino ai follicoli 
preovulatori pienamente differenziati. Di conseguenza, la selezione sequenziale di 
un follicolo indifferenziato verso la fase finale di accrescimento rapido garantisce 
la presenza di un follicolo maturo a cadenza praticamente giornaliera (l’intervallo 
inter-ovulatorio è comunque specie-specifico). L’ovaio destro e l’ovidotto sono 
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presenti allo stadio embrionale in tutti gli uccelli, ma nella gallina la distribuzione 
delle cellule germinali primordiali nelle ovaie diventa asimmetrica a partire dal 4° 
giorno di incubazione; a partire dal 10° giorno inizia la regressione dell’ovaio 
destro (Hutson et al., 1995). Il sistema riproduttivo dei galliformi è rappresentato 
dal solo ovaio sinistro e dal suo ovidotto, sebbene occasionalmente possa essere 
presente ed essere funzionale anche l’ovario destro e il suo ovidotto. Tra i 
falconiformi, sono funzionali entrambe le gonadi e gli ovidotti ad esse associati, 
sebbene le ovaie possano essere asimmetriche per dimensioni; nei passeriformi e 
nei colombiformi, circa il 5% degli individui presenta due ovaie sviluppate. Il 
follicolo ovarico consiste di più strati concentrici che circondano l’oocita, come di 
seguito elencati: 1) l’oocita e la sua membrana plasmatica; 2) lo strato 
perivitellino; 3) le cellule della granulosa; 4) la lamina basale; 5) la teca interna ed 
esterna. Il follicolo è altamente vascolarizzato, eccetto che nella regione dello 
stigma (il punto in cui avverrà l’ovulazione). La vescicola germinale in cui è 
contenuto il nucleo dell’oocita (blastoderma) è localizzata in posizione eccentrica, 
subito al di sotto della membrana plasmatica dell’oocita, nella regione del disco 
germinativo. L’oocita nelle specie avicole resta bloccato alla profase della prima 
divisione meiotica durante l’accrescimento del follicolo e riprenderà la meiosi 4-6 
ore prima dell’ovulazione.  
Durante lo sviluppo follicolare gli oociti primari, unicamente rivestiti dalla 
membrana vitellina, si organizzano a formare i follicoli primordiali (fino a circa 
80 µm in diametro) in seguito al reclutamento delle cellule della granulosa. 
Queste circondano l’oocita e formano la membrana perivitellina. La transizione da 
follicolo primordiale a primario è associata con la formazione dello strato tecale, a 
partire da cellule mesenchimali. Le cellule della teca risultano separate da quelle 
della granulosa da parte della membrana basale. I follicoli primari presentano un 
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diametro di circa 1 mm. La successiva fase di accrescimento (follicolo pre-
gerarchico; 1-8 mm di diametro) comporta l’accumulo di lipoproteine all’interno 
del citoplasma dell’oocita (“tuorlo”) e la differenziazione dello strato tecale in 
teca interna ed esterna. L’innervazione e la vascolarizzazione raggiungono il 
follicolo passando attraverso il peduncolo e si distribuiscono lungo lo strato 
tecale. In seguito alla selezione, il follicolo pre-ovulatorio cresce rapidamente (da 
9 a 40 mm) nel corso di pochi giorni. L’ovulazione del follicolo preovulatorio di 
maggiori dimensioni avverrà a livello della regione dello stigma, meno 
vascolarizzata. I follicoli post-ovulatori (POF) contengono le cellule della 
granulosa e tecali, che restano in seguito all’ovulazione. Nella gallina restano 
metabolicamente attivi per alcun giorni dopo l’ovulazione, come indicato 
dall’attività enzimatica che diminuisce in maniera progressiva. In seguito 
all’apoptosi delle cellule che lo formano, il riassorbimento dei POF avviene nel 
corso di 6-10 giorni nella gallina, alcuni mesi nel germano reale. L’attività del 
POF può influenzare il comportamento di cova ed è stato dimostrato essere 
funzionale nella regolazione del momento della successiva ovulazione (Gilbert et 
al., 1978). Negli uccelli non è quindi presente una struttura analoga al corpo luteo 
dei mammiferi. I follicoli che invece iniziano ad accrescersi ma non arrivano 
all’ovulazione vanno incontro al processo di atresia. Il successivo riassorbimento 
dell’oocita e del tuorlo avviene sia attraverso il sistema vascolare, sia in seguito 
alla rottura dello strato tecale ed alla graduale perdita del tuorlo nella cavità 
peritoneale. La crescita del follicolo avviene in tre fasi successive: accrescimento 
lento, periodo intermedio e accrescimento rapido. Si ritiene che la deposizione del 
vitello (o tuorlo, o deutoplasma) sia terminata entro 24 ore dall’ovulazione.  
L’ovidotto consiste di 5 regioni ben distinguibili: 
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1. l’infundibulo: è il sito in cui avviene la fertilizzazione dell’oocita e dove 
viene prodotto il primo strato di albume; 
2. il magnum: è la porzione più lunga dell’ovidotto in cui viene prodotto la 
maggior parte dell’albume; 
3. l’istmo: si distingue chiaramente dal magnum grazie alla presenza di uno 
spesso strato di muscolatura circolare e per il minor sviluppo del tessuto 
ghiandolare; le cellule tubulari ghiandolari presenti formano le membrane 
del guscio interna ed esterna; 
4. la ghiandola del guscio (utero): questa porzione è caratterizzata da uno 
spesso strato di muscolatura longitudinale, con cellule tubulari ghiandolari 
e caliciformi. Prima della calcificazione, l’uovo immagazzina sali e circa 
15 grammi di fluidi prodotti dalle cellule tubulari nell’albume;   
5. la vagina: è separata dalle ghiandole del guscio dallo sfintere muscolare 
utero-vaginale e termina nella cloaca. La mucosa appare ripiegata in 
pliche, ed è rivestita da un epitelio con cellule ciliate e non. La vagina non 
ha alcun ruolo nello formazione dell’uovo ma, in coordinazione con le 
ghiandole del guscio, partecipa nell’espulsione dell’uovo. 
Per dare luogo alla fertilizzazione che avviene nell’infundibolo, lo sperma deve 
risalire l’ovidotto che è spesso bloccato da un uovo nascente. A causa del tempo 
richiesto per la formazione dell’uovo e la presenza di uno sfintere muscolare tra la 
ghiandola del guscio e la vagina, l’ovidotto non è evidente durante la maggior 
parte del tempo nel quale vengono prodotte uova. Di conseguenza, la 
fertilizzazione è facilitata dai tubuli di raccolta dello sperma (SST), che si trovano 
in una giunzione tra la vagina e la ghiandola del guscio. Questi tubuli consentono 
ad una femmina di deporre una serie di uova fertili in seguito ad una singola 
inseminazione. Come rivisto da Bakst et al. 1994, gli SST sono stati studiati 
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intensamente da quando sono stati scoperti nel 1960. Non di meno il significato 
della loro funzione è rimasto un mistero. Allo stesso modo la maniera tramite la 
quale lo sperma emerge dagli SST è rimasto sconosciuto. In generale, questo 
fenomeno non dipende da una azione attiva dello sperma, da cui il termine di 
‘meccanismo di rilascio dello sperma’. Come descritto prima da Zavaleta and 
Ogasawara (1987) e più recentemente da Bakst et al. (1994), sono stati proposti 
differenti meccanismi. Questi includono una secrezione ciclica delle cellule 
epiteliali e una distorsione dell’ovidotto. Non sono state trovate in associazione 
agli SST nè cellule muscolari lisce né cellule mioepiteliali e le cellule tubulari 
epiteliali non sono ciliate (Hodges, 1974). Perciò l’espulsione non può essere 
attribuita né ad una contrazione tubulare né ad una azione ciliare. Van Krey et al. 
1981 hanno proposto che la fuoriuscita dello sperma sia il risultato della perdita 
da parte del seme raccolto, del mantenimento di uno stato di agglutinazione e di 
immobilità. A questo proposito, è stata ipotizzata una reversibile inibizione della 
motilità spermatica all’interno degli SST (Bakst et al., 1994). Non di meno il 
termine quiescente è usato per riferirsi allo sperma presente negli SST (Ashizawa 
et al., 2000). I cicli estrali tra le diverse specie di uccelli possono essere 
classificati in base alla lunghezza del ciclo ed al momento dell’anno nel quale 
ogni specie diventa attiva dal punto di vista riproduttivo. La gallina domestica 
presenta cicli estrali durante tutto l’anno in condizioni ottimali di management. La 
maggior parte delle specie selvatiche che si riproducono in zone temperate, 
subartiche ed artiche mostrano cicli annualmente, mentre le specie adattate a climi 
desertici o tropicali presentano cicli ad intervalli di sei mesi, o quando le 
condizioni ambientali lo permettono (opportunistic breeders). Gli uccelli selvatici 
generalmente depongono una o più uova per covata e iniziano a covare le uova al 
termine dei cicli di ovodeposizione. Il numero di uova per covata ed il numero 
Dott.ssa Manuela Madeddu – Titolo della tesi: Creazione di una banca del seme di specie selvatiche dell’avifauna 
sarda mediante l’utilizzo del gallo come modello sperimentale.. – Tesi di dottorato in “Riproduzione, Produzione e 
Benessere Animale”. – Università degli Studi di Sassari. 
27
stesso delle covate varia a seconda della specie e della stagione dell’anno. Ad 
esempio, alcuni uccelli come la Sterna fuscata depongo un singolo uovo che 
iniziano immediatamente a covare. Il pinguino imperatore (Aptenodytes 
patagonica) depone un singolo uovo e si riproduce non necessariamente ogni 
anno. Al contrario, la pernice europea depone una singola covata di circa 12-20 
uova all’anno. I piccioni depongono generalmente due uova per covata e fino ad 8 
covate all’anno. L’intervallo tra una covata e quella successiva è di circa 45 giorni 
in autunno ed inverno, e di 30-32 giorni in primavera ed estate. Infine, le 
dimensioni della covata nella quaglia diminuiscono con il progredire della 
stagione riproduttiva, da una media di 19 uova all’inizio di maggio fino a 11 alla 
fine di luglio. In alcune specie, se le uova vengono distrutte o rimosse dal nido 
nelle prime fasi della stagione riproduttiva, gli uccelli possono deporre una covata 
addizionale. Nelle specie a riproduzione stagionale, l’ovaio subisce periodi di 
accrescimento e regressione. Il peso dell’ovaio nello storno europeo può variare 
da 8 mg durante la fase di regressione fino a 1400 mg all’apice della stagione 
riproduttiva. I cicli di ovulazione – ovodeposizione (il tempo intercorrente tra 
l’ovulazione e la deposizione dell’uovo) nella gallina domestica generalmente 
variano tra poco più di 24 a 28 ore in lunghezza, e le ovulazioni procedono 
ininterrottamente per diversi giorni, o fino ad un anno è più nelle condizioni di 
allevamento intensivo. Il numero di uova deposte in giorni successive viene 
definito come una sequenza (o covata), e ogni sequenza è separata da uno o più 
giorni di pausa in cui non vengono deposte uova. Il ciclo di ovulazione – 
ovodeposizione di 24-28 ore è caratteristico della gallina, del tacchino, della 
quaglia e di diverse altre specie. L’intervallo tra due ovodeposizioni successive 
nel piccione è di 40-44 ore, mentre nei falconidi è di circa 52 ore (Gee et al., 
2004). L’ovulazione nella gallina avviene generalmente 15-75 minuti dopo 
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l’ovodeposizione. La prematura espulsione dell’uovo (che può essere indotta dalle 
prostaglandine) o il suo ritardo (causato dal progesterone) influenzano il momento 
dell’ovulazione. La concentrazione plasmatica di LH presenta un picco 4-6 ore 
prima dell’ovulazione. Si ritiene che il picco preovulatorio di LH rappresenti lo 
stimolo per la ripresa della divisione meiotica da parte dell’oocita e per 
l’ovulazione. Oltre al picco di LH relazionato al ciclo ovulazione – 
ovodeposizione, un altro picco di LH si verifica al crepuscolo (fine delle ore di 
luce), con una periodicità di 24 ore, ed avrebbe la funzione di sincronizzare il 
successivo picco preovulatorio di LH. L’aumento dei livelli plasmatici di FSH si 
verifica 15 ore prima dell’ovulazione. I fattori endocrini che regolano la 
liberazione ipofisaria di FSH non sono ancora chiari nelle specie avicole. Il ruolo 
principale dell’FSH è quello di stimolare la differenziazione e di indurre la 
steroidogenesi nelle cellule della granulosa dei follicoli pre-gerarchici. Le più 
elevate concentrazioni di progesterone plasmatico si riscontrano 6-4 ore prima 
dell’ovulazione e sono state messe direttamente in relazione al successivo picco 
pre-ovulatorio di LH. Questo aumento è dovuto fondamentalmente ad una 
maggiore secrezione dell’ormone steroideo da parte del follicolo pre-ovulatorio. Il 
progesterone interviene nella regolazione della produzione di avidina, nella 
contrazione del miometri, nella formazione del guscio e sull’ovulazione per la  
localizzazione dei suoi recettori nella regione dello stigma. L’ovulazione è 
preceduta da un picco di testosterone (10-6 ore prima) e di 5α-diidro-testosterone 
(DHT; 6 ore prima). L’aumento nei livelli circolanti di androgeni è dovuto ad un 
aumento nella loro secrezione da parte dei 4 follicoli di maggiori dimensioni 
presenti a livello ovarico. Il ruolo degli androgeni nell’ovulazione non è ancora 
chiaro. Come nel maschio, gli androgeni sono responsabili della crescita e della 
colorazione dei bargigli al momento del raggiungimento della maturità sessuale, 
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ed agiscono in sinergia con gli estrogeni nell’indurre l’ossificazione delle ossa. 
Inoltre, gli androgeni inducono la sintesi proteica da parte dell’ovidotto. Sia il 
17β-estradiolo che l’estrone mostrano un picco 6-4 ore prima dell’ovulazione, 
preceduto da un minore innalzamento dei livelli plasmatici degli estrogeni 23-18 
ore prima dell’ovulazione. La secrezione preovulatoria di estradiolo aumenta 6-3 
ore prima dell’ovulazione nei 4 follicoli di maggiori dimensioni presenti a livello 
ovarico, anche se la maggior parte degli estrogeni prodotti dall’ovaio origina dai 
follicoli pre-gerarchici. Come per gli androgeni, gli estrogeni non sembrano essere 
coinvolti nell’induzione della secrezione di LH o nell’ovulazione, anche se, 
insieme al progesterone, sembrano essere necessari per sensibilizzare l’ipotalamo 
e l’ipofisi al progesterone e indurre quindi la liberazione pre-ovulatoria di LH. Gli 
estrogeni ovarici svolgono una varietà di altre funzioni a livello dell’apparato 
riproduttore, come la regolazione del metabolismo del calcio per la formazione 
del guscio, l’espressione dei recettori per l’estradiolo a livello dell’ovidotto, e di 
quelli per il progesterone nell’ovaio e nelle vie riproduttive. Alla pubertà stimola 
l’accrescimento dell’ovidotto, promuove la formazione delle ghiandole tubulari e 
la differenziazione dell’epitelio. Le caratteristiche sessuali secondarie, come la 
forma ed il colore delle piume e il comportamento sessuale, sono sotto il controllo 
degli estrogeni. La prolattina nelle specie avicole è responsabile dell’induzione del 
comportamento parentale, oltre a svolgere un ruolo nella regolazione osmotica, 
specialmente negli uccelli marini. La secrezione di prolattina da parte dell’ipofisi 
anteriore è sotto il controllo del VIP (peptide intestinale vaso-attivo). I suoi livelli 
circolanti aumentano al momento della deposizione dell’uovo in molte specie 
avicole. I livelli circolanti di prolattina sono elevati anche durante il periodo della 
muta, in risposta al fotoperiodo crescente. Dati recenti hanno evidenziato che 
sostenuti livelli di prolattina (come avviene nel periodo della cova) abbiano un 
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effetto anti-steroidogenetico a livello ovarico, attraverso l’inibizione dei livelli di 
GnRH e di LH. Il fotoperiodo influenza l’attività riproduttiva sia in relazione a 
modificazioni stagionali, che segnalano l’inizio e la fine della stagione 
riproduttiva nelle zone temperate, che in relazione a modificazioni giornaliere, che 
regolano il momento dell’ovulazione e/o dell’ovodeposizione. In generale, lo 
sviluppo ovarico e l’ovodeposizione sembrano essere stimolati dal fotoperiodo 
crescente, quindi durante la primavera nell’emisfero nord; un eccezione alla 
regola è rappresentata ad esempio dal pinguino imperatore (Aptenodytes forsteri) 
che si riproduce durante il fotoperiodo decrescente degli inverni antartici. La 
massima fotostimolazione viene generalmente ottenuta con un fotoperiodo di 12-
14 ore di luce, anche se una normale produzione di uova può essere ottenuta con 
un fotoperiodo compreso tra 12 e 18 ore di luce e la gallina domestica continua a 
deporre, anche se più sporadicamente, anche se tenuta in completa oscurità.  
L’interruzione stagionale dell’attività riproduttiva negli uccelli rappresenta un 
meccanismo adattativo per assicurare che i pulcini siano allevati in condizioni 
ottimali. Ad esempio, molte specie che si riproducono a latitudini elevate 
terminano la fase di deposizione e cova, per subire una spontanea regressione 
delle gonadi, all’inizio dell’estate in modo da assicurare ai pulli un tempo 
sufficiente per poter accrescersi prima della migrazione autunnale. Un 
meccanismo comune per regolare il termine della stagione riproduttiva è la foto-
refrattarietà, cioè uno stato caratterizzato dall’inabilità del sistema riproduttivo di 
rispondere alla stimolazione positiva del fotoperiodo positivo. La foto-refrattarietà 
è generalmente stimolata dall’esposizione ad un certo numero di giorni lunghi. 
L’espulsione dell’uovo durante l’ovodeposizione necessita del contemporaneo 
rilassamento della muscolatura addominale e dello sfintere utero-vaginale e la 
contrazione della muscolatura uterina. Viene regolata dalle prostaglandine, 
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dall’ossitocina e dalla vasopressiva. L’instaurazione del comportamento della 
cova comporta il termine del ciclo di ovulazione-ovodeposizione, e l’inizio 
dell’incubazione delle uova e della cura della prole. Comporta, inoltre, la 
completa regressione dell’ovaio e degli organi riproduttivi. La cova si 
accompagna alla modificazione della regione sternale, stimolata dagli estrogeni e 
dalla prolattina, con conseguente aumentata vascolarizzazione, edema ed 
ispessimento cutaneo. Nel piccione l’incubazione delle uova stimola lo sviluppo 
delle ghiandole del gozzo, la cui proliferazione è sotto il controllo della prolattina. 
Nella tortora dal collare la produzione endogena di estrogeni, stimolata dall’FSH, 
indurrebbe il comportamento di costruzione del nido nella femmina, mentre 
questo stesso comportamento sarebbe stimolato nel maschio dal quadro ormonale 
e dal comportamento della femmina.  
In generale, nella femmina il comportamento della cova è preceduto dalla 
diminuzione dei livelli circolanti di LH, progesterone, testosterone ed estradiolo e 
dall’aumento nelle concentrazioni di prolattina; nelle specie in cui il maschio 
collabora attivamente all’incubazione delle uova ed alla cura della prole, i livelli 
circolanti di prolattina superano quelli della femmina. 
 
1.3.2  SISTEMA RIPRODUTTIVO MASCHILE 
L’apparato riproduttivo maschile si trova lungo la parete dorsale del corpo ed è 
costituito dai testicoli, ognuno connesso all’epididimo, e dai dotti deferenti, 
estremamente convoluti, che corrono a lato dell’uretere fino a sboccare a livello 
della cloaca nell’urodeo. 
I testicoli sono connessi alla parete addominale dorsale dal mesorchio, una plica 
peritoneale al cui interno scorrono i nervi ed i vasi testicolari. Ogni testicolo è 
costituito dai tubuli seminiferi, al cui interno sono presenti le cellule del Sertoli e 
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le cellule germinali maschili a differenti stadi di maturazione, e dal tessuto 
interstiziale, rappresentato dalle cellule del Leydig e dalla trama connettivale. Gli 
organi riproduttivi accessori includono i corpi vascolari paracloacali, le ghiandole 
dorsali del proctodeo e le creste linfatiche, e si trovano in prossimità della cloaca, 
o ne fanno parte integrante. I corpi vascolari paracloacali si trovano ai lati 
dell’ostio cloacale del dotto deferente, mentre le creste linfatiche sono all’interno 
delle pareti del proctodeo. Durante la copula o in risposta al massaggio per il 
prelievo del seme, l’ingorgo dei vasi linfatici causa l’eversione del fallo 
rudimentale dal di fuori della cloaca poco prima dell’eiaculazione; in molti uccelli 
selvatici quest’organo è ben sviluppato come nei ratidi, uccelli acquatici, la 
cicogna, il fenicottero, l’occhione e alcuni passeriformi (Gee et al., 2004). Come 
per i mammiferi, la spermatogenesi avviene all’interno dei tubuli seminiferi e 
dipende dalla presenza di testosterone e di FSH, dall’attività delle cellule del 
Sertoli e dallo loro interazione con le cellule germinali. Questo processo è in 
ultima analisi controllato dal sistema nervoso centrale, la cui attività 
neurosecretoria è a sua volta influenzata da stimoli somatici ed ambientali. In 
particolare nei galliformi, il principale stimolo ambientale in grado di controllare 
la spermatogenesi è rappresentato dalla durata delle ore di luce all’interno delle 24 
ore. I fotorecettori che influenzato l’attività testicolare si trovano verosimilmente a 
livello dei nuclei medio-basali ipotalamici e del lobo paraolfattivo. Questi 
fotorecettori agiscono modulando l’attività dei neuroni ipotalamici GnRH-
secernenti. Il GnRH, a sua volta, stimola la liberazione da parte dell’adenoipofisi 
di LH ed FSH, che promuovono la maturazione e l’attività delle gonadi. Negli 
individui sessualmente maturi la secrezione di gonadotropine avviene in maniera 
episodica, in risposta ad altrettanti episodi di liberazione di GnRH.  
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L’LH e l’FSH esercitano la loro funzione a livello del testicolo legandosi a 
specifici recettori di superficie presenti in due diversi tipi cellulari: le cellule del 
Leydig e del Sertoli. In particolare, le cellule del Leydig contengono gli enzimi 
steroidogenetici necessari per la sintesi degli androgeni e rispondono rapidamente 
all’LH attraverso un aumento dell’AMPc cellulare. I principali steroidi secreti da 
queste cellule includono il testosterone e l’androstenedione, un precursore del 
testosterone. Il testosterone è essenziale per la spermatogenesi, per l’integrità dei 
dotti escretori e il mantenimento delle caratteristiche sessuali secondarie, per 
l’espressione di specifici comportamenti e per il controllo della secrezione di 
GnRH ipotalamico attraverso un feed-back negativo. L’FSH agisce invece sulle 
cellule del Sertoli, anche se in maniera ancora non del tutto chiarita. L’effetto 
dell’FSH è potenziato dal testosterone. In seguito alla spermiazione gli 
spermatozoi sono rilasciati nei tubuli seminiferi e sospesi nel liquido prodotto 
dalle cellule del Sertoli. Il passaggio degli spermatozoi nel labirinto dei tubuli 
seminiferi dipende fondamentalmente dalla pressione idrostatica del fluido 
contenuto e dalla contrattilità delle cellule mioepiteliali che rivestono la superficie 
esterna dei tubuli stessi. Il passaggio attraverso i dotti deferenti sarebbe invece 
dipendente dai movimenti peristaltici. I dotti efferenti rappresentano un sito 
critico nel processo di maturazione spermatica; grazie alla presenza di una mucosa 
sollevata in profonde pliche, di secrezione apocrine, di cellule ciliate e cellule 
epiteliali con abbondanti microvilli sembra che gli spermatozoi vengano messi a 
contatto con le secrezioni di questo epitelio altamente specializzato man mano che 
vengono concentrati per riassorbimento del fluido prodotto dai tubuli seminiferi. 
In sintesi, gli spermatozoi sono sospesi nel fluido prodotto dai tubuli seminiferi 
prima del passaggio lungo i dotti escretori. Il volume di questo fluido e la sua 
composizione sono alterati lungo il passaggio attraverso l’epididimo ed il medium 
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risultante costituisce di fatto il plasma seminale. La sua composizione differisce 
da quella del plasma nella concentrazione elettrolitica, degli amino acidi liberi e 
delle proteine. A parte le proteine specifiche del tratto riproduttivo, le principale 
differenze tra plasma seminale ed ematico riguardato la concentrazione di 
glucosio, glutammato, potassio, cloro e calcio. La specifica composizione del 
plasma seminale influenza la maturazione finale degli spermatozoi e 
l’acquisizione della motilità. La porzione distale del dotto deferente, invece, 
rappresenta la principale riserva spermatica al di fuori delle gonadi. Nella quaglia 
giapponese il numero degli spermatozoi contenuti in questo riserva è equivalente 
al numero prodotto giornalmente dai testicoli, mentre nel gallo è maggiore o 
uguale a 3.5 volte la produzione spermatica giornaliera. In entrambi i casi, la 
durata dello stoccaggio degli spermatozoi nel dotto deferente è estremamente 
breve. Questi spermatozoi non presentano motilità fino al momento 
dell’eiaculazione, in cui vengono a contatto con il secreto prodotto dagli organi 
riproduttivi accessori. Il calcio e lo ione bicarbonato contenuti in queste secrezioni 
sarebbero poi responsabili della ripresa della motilità da parte degli spermatozoi.  
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1.4. UCCELLI SEVATICI IN SARDEGNA. 
Secondo la direttiva europea (79/409/CEE) concernente la conservazione degli 
uccelli selvatici per le specie elencate nell’allegato I sono previste misure speciali 
di conservazione per quanto riguarda l’habitat, per garantire la sopravvivenza e la 
riproduzione di dette specie nella loro area di distribuzione (art. 4). Inoltre, gli 
Stati membri incoraggiano le ricerche e i lavori necessari per la protezione, la 
gestione e l’utilizzazione della popolazione di tutte le specie di uccelli (art. 10). 
La Sardegna vanta la presenza di numerose specie avicole di particolare valore sia 
a livello nazionale che europeo, tra le più rappresentative si ricordano il grifone 
(Gyps fulvus; grado di protezione: DIR CEE 409/79, All. I; L.R. 23/98), l’astore 
(Accipiter gentilis arrigonii; grado di protezione: Convenzione di Berna, All. III; 
DIR. CEE 409/79, All. I; L.R. 23/98), il falco pellegrino (Falco peregrinus; grado 
di protezione: Convenzione di Berna, All. II; DIR. CEE 409/79, All. I; L.R. 
23/98), l’aquila reale (Aquila chrysaëtos; grado di protezione: Convenzione di 
Berna, All. III; DIR. CEE 409/79, All. I; L.R. 23/98), la pernice sarda (Alectoris 
barbara; grado di protezione: Convenzione di Berna; L. 503/1981, All. III; DIR. 
CEE 409/79, All. I), il nibbio reale (Milvus milvus; grado di protezione: L.R 
23/98) e così via.  
 
1.4.1. IL GRIFONE (Gyps fulvus). 
In Sardegna delle 3 grandi specie di avvoltoi presenti fino a metà del 20simo 
secolo ( Aegypius monachus, Gypaetus barbatus and Gyps fulvus), solo il Grifone 
(Fig. 1) è sopravvissuto fino ad oggi. Figura nel Libro Rosso degli Animali 
d’Italia come specie in pericolo, mentre è stato classificato specie in pericolo 
critico nell’isola. La specie è particolarmente protetta dalla normativa regionale 
(L.R. n. 23/1998), nazionale (Legge n. 157/1992) e comunitaria (Direttive  
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Figura 1. Esemplare di grifone sardo. 
 
 
“Uccelli selvatici” e “Habitat”). La Sardegna adotta provvedimenti prioritari atti 
ad istituire un regime di rigorosa tutela del suo habitat (articolo 5, comma 3, L.R. 
n. 23/1998) (Aresu and Schenk, 2003a). L’areale del grifone in Sardegna 
comprendeva, intorno al 1945, tutti i sistemi montuosi e la popolazione veniva 
stimata tra i 1000 e i 1400 esemplari, progressivamente ridottosi ai 100-140 
esemplari del 1975, soprattutto a causa dell’uso di sostanze tossiche (lotte contro 
le cavallette, antimalarica, contro i predatori). Determinante è stato l’uso dei 
bocconi avvelenati alla stricnina nella lotta dei pastori contro volpi e cani randagi 
che possono arrecare danni notevoli al patrimonio zootecnico (Schenk, 1976). 
Dopo una riduzione progressiva sino ai 65-75 esemplari degli anni ’80, la specie 
ha raggiunto alla fine del 1996 una consistenza di 42 coppie territoriali con circa 
120 individui, concentrati nella Sardegna nord-occidentale, grazie a programmi di 
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conservazione e di ripopolamento con animali di provenienza spagnola e francese, 
appartenenti alla sottospecie dei grifoni presenti nell’isola (Gyps fulvus fulvus). 
Negli ultimi 10 anni la situazione è diventata nuovamente critica in relazione ad 
un temporaneo (1997-1998) ritorno dell’uso delle esche avvelenate utilizzate 
illegalmente per controllare volpi e cani randagi. Dalle 42 coppie si è così passati 
a 23 nel 1999, di cui 19 nel Bosano e 4 nell’Algherese. Tra il 2000 e il 2006, è 
stata registrata una buona ripresa nel Bosano con 30 coppie territoriali nel 2006, 
mentre nell’Algherese si è verificato un ulteriore tracollo facendo registrare 
soltanto la presenza di 1-2 coppie. Tra luglio 2006 e aprile 2007 sono venuti a 
mancare nel Bosano 10-11 coppie territoriali e un totale di 35-40 esemplari. Molto 
probabilmente anche questa consistente perdita di grifoni va attribuita ad 
avvelenamenti/intossicazioni. Ad ottobre 2007 erano presenti in Sardegna circa 
60-65 esemplari distribuiti esclusivamente nei territori tra Bosa, Montresta (NU), 
Villanova Monteleone (SS) e lungo la costa alta dell’Algherese, ove sono state 
censite all’inizio del ciclo riproduttivo 21-22 coppie territoriali, valori che 
corrispondono alla situazione di circa 20 anni fa (Schenk et al., 2008). Il grifone è 
caratterizzato dalle grandi dimensioni del corpo e dalla ampia apertura alare; il 
suo peso può variare dai 6,5 ai 12 kg (anche 15 kg) e l’apertura alare va dai 240 ai 
280 cm. Ha il collo lungo privo di penne e la testa nuda, entrambi ricoperti di un 
finissimo e corto piumino bianco-sporco e lanoso con un collare bianco di piume 
setolose negli adulti. Nei giovani e negli immaturi il collare è marrone,costituito la 
lunghe penne lanceolate. La coda è leggermente graduata e formata da 12 
timoniere. Il piumaggio è generalmente di tinta marrone chiaro-giallastro negli 
adulti, più rossiccio o mattone, con penne attraversate longitudinalmente da una 
stria chiara, nei giovani e immaturi. Negli adulti le grandi copritrici secondarie 
sono scure al centro, bordate da un ampio margine chiaro e hanno forma piuttosto 
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tondeggiante. Nei giovani o immaturi le stesse penne sono uniformemente scure 
con apici più appuntiti. Le zampe sono marrone grigiastro (giovani) o grigie 
(adulti), ricoperte da scaglie a reticolo; gli artigli sono ben sviluppati ma smussati 
all’apice (Aresu and Schenk, 2003b). Non si riscontrano differenze significative 
tra i sessi. Raggiungono un’età media di 30 anni. Vivono in vaste aree aperte con 
scarsa vegetazione, in particolar modo preferiscono pareti rocciose in aspre zone 
montane o coste marine rocciose per la nidificazione e per la presenza di correnti 
termiche o comunque ascensionali per il volo planato. Questi animali trascorrono 
la notte generalmente su rocce inaccessibili dove si raccolgono in gruppi e vanno 
a costituire i“dormitori”(roost). Il grifone si ciba esclusivamente di carcasse. La 
ricerca del cibo avviene in volo planato (possono così percorrere centinaia di 
chilometri con un minimo dispendio energetico) e ogni individuo si tiene a 
contatto visivo con gli altri. Individuano le carogne sfruttando anche la presenza 
di altri uccelli (corvidi soprattutto), di volpi e cani rinselvatichiti che fungono da 
“indicatori”. Una volta a terra il pasto è preceduto da scontri che hanno lo scopo 
di stabilire quali saranno gli uccelli che mangeranno per primi; la dominanza è 
determinata dal grado di fame dei soggetti. I dominanti si impongono sugli altri 
con posture particolari ed emissione di soffi e altri suoni; uno dei più vistosi 
comportamenti ritualizzati è il “passo di parata” durante il quale il grifone avanza 
verso la preda con il collo teso e le penne scapolari arruffate mostrando 
alternativamente l’artiglio aperto dell’una e dell’altra zampa. Una volta 
conquistata una posizione sulla carogna il soggetto assume la “postura del 
sovrano” con le ali aperte. Se l’animale è morto da poco i grifoni iniziano il pasto 
dagli orifizi naturali (la bocca, l’ano e gli occhi), mentre se è in decomposizione 
strappano con facilità la pelle. Viene mangiato tutto con eccezione del pelo e delle 
ossa più grandi che restano letteralmente pulite. Si ingozzano al massimo e 
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talvolta per potersi involare devono rigurgitare una parte del pasto e in ogni caso 
l’involo può essere difficoltoso in mancanza di punti sopraelevati per il decollo. In 
Sardegna le risorse alimentari sono costituite quasi esclusivamente dalle carogne 
di ungulati domestici (bovini, suini, equini, ovini e caprini), allevati 
principalmente allo stato brado. Gli ovini e i caprini rappresentano oltre l’80% 
della base alimentare di questo necrofago obbligatorio. Il grifone dipende 
dall’uomo per l’alimentazione e ha risentito della recente evoluzione nelle 
tecniche di allevamento del bestiame. Il pasto non dura molto (pecore di medie 
dimensioni vengono terminate in meno di  trenta minuti da 20-30 avvoltoi); dopo 
essersi nutriti amano bere e lavarsi il piumaggio che necessariamente si imbratta 
nel contatto con le carogne. Dopo un pasto abbondante possono stare senza 
mangiare per diversi giorni (il fabbisogno alimentare medio giornaliero si aggira 
sui 500 grammi); la specie è adattata a digiunare per 2 e 3 settimane. E’ una specie 
sociale che vive in monogamia permanente e raggiunge la maturità sessuale dopo 
il quinto-sesto anno. Le coppie eseguono i “voli nuziali” (novembre-dicembre) 
vicino ai siti di riproduzione: volano vicini uno sopra l’altro oppure appaiati 
eseguendo spirali e scivolate lungo le pareti rocciose. L’accoppiamento (fine 
dicembre-gennaio) avviene nelle vicinanze del nido preceduto da cerimonie che 
comprendono inchini, arruffamento delle penne dorsali e movimenti del becco da 
parte del maschio. Nidificano in colonie posizionate su pareti rocciose sia sul 
mare sia all’interno. Non tutti i grifoni sessualmente maturi si riproducono, alcuni 
possono farlo ogni due anni, oppure saltare occasionalmente una stagione. I nidi 
vengono costruiti in nicchie inaccessibili, all’imboccature di piccole caverne o su 
cenge più o meno protette da tetti di roccia; sono costruzioni molto semplici, poco 
voluminose, costituite da un ammasso di rami, erbe secche e foglie oppure lana di 
pecore e altri materiali ottenuti da boli rigurgitati. La costruzione è opera di 
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entrambi i partner e il più delle volte si tratta di un restauro, nel caso di 
rioccupazione di un nido dell’anno precedente. Sono facilmente individuabili per 
il colore delle deiezioni che si accumulano sulle rocce sottostanti. La deposizione 
dell’uovo (due uova in un nido sono eccezionali) inizia a gennaio e prosegue fino 
a marzo; è bianco, ellittico e talvolta assume un colore giallino a causa dei 
pigmenti assorbiti dal materiale del nido. Viene incubato per 54 giorni da 
entrambi i componenti della coppia e non viene mai lasciato scoperto per lunghi 
periodi. Il pulcino appena nato è ricoperto da una peluria bianca; viene nutrito con 
una poltiglia di cibo rigurgitata direttamente dal gozzo e accudito da entrambi i 
genitori che non lo lasciano mai solo nei primi due mesi di vita. A questa età il 
piumino è stato sostituito dal piumaggio giovanile e il piccolo comincia a 
spostarsi per qualche tratto lungo i cornicioni di roccia; i primi brevi voli nelle 
vicinanze del nido vengono compiuti dopo i tre mesi. Molti giovani in questo 
frangente, se i nidi sono su falesie, cadono in mare a causa di improvvise raffiche 
di vento o in caso di disturbo da parte di natanti e turisti. A 80 giorni è delle stesse 
dimensioni dell’adulto e si differenzia per il piumaggio e il collarino scuro, il 
collo e la testa di un bianco candido, becco e iride neri. A 4-5 mesi ha ormai 
imparato a volare per lunghi tratti (luglio-settembre). I giovani vengono nutriti dai 
genitori anche successivamente all’involo mentre imparano a perlustrare il 
territorio in cerca di cibo e ad avvicinarsi alla carcassa con gli altri membri della 
colonia. Il periodo critico  per la sopravvivenza dei piccoli è quello 
immediatamente successivo all’involo (Genero et al., 1996). Le cause del declino 
del Grifone sono da attribuire ad un complesso di fattori. Il significativo calo del 
tasso di mortalità del bestiame registratosi in Sardegna dalla fine degli anni ’40, 
soprattutto in relazione al miglioramento delle condizioni igienico sanitarie nel 
settore zootecnico e alla progressiva diminuzione della pastorizia allo stato brado, 
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ha determinato una minore disponibilità alimentare per questi animali. La causa 
principale delle massicce morie di avvoltoi sono state soprattutto le “sostanze 
tossiche”(stricnina, cianuro, arsenito di sodio, DDT) utilizzate nell’ambito della 
lotta contro le volpi e i cani inselvatichiti, in quella contro le cavallette e durante 
la campagna antimalarica del periodo post-bellico. A queste si sono poi aggiunte 
la persecuzione diretta da parte dei bracconieri e collezionisti di trofei e di uova, la 
restrizione degli habitat adatti alla riproduzione e alla ricerca del cibo (costruzione 
di dighe, strade ed elettrodotti) e un crescente impatto antropico. Attualmente le 
maggiori minacce per l’unica popolazione sarda di Grifone nel Bosano sono 
rappresentate da un ritorno temporaneo dall’uso delle esche avvelenate nella lotta 
dei pastori contro volpi e cani e dall’incremento dei disturbi antropici diretti e 
indiretti nelle immediate vicinanze dei nidi causati da: clamore delle battute di 
caccia grossa, caccia fotografica, escursionismo, taglio del legname, arrampicata, 
parapendii, curiosi, ricerca scientifica (Aresu and Schenk, 2003b).  
 
1.4.2. LA PERNICE SARDA (Alectoris barbara). 
La Pernice sarda (Fig. 2) [Convenzione di Berna (legge 503/1981, allegato III); 
Dir. CEE 79/409 All. I] è una specie mediterranea presente in Italia esclusivamente 
in Sardegna. La comparsa di questa forma di pernice in Sardegna è alquanto 
controversa. Non si sa come sia giunta nell’isola, potrebbe essere arrivata 
naturalmente o essere stata introdotta dall’uomo. Quale sia l’origine della 
popolazione di Pernice sarda, essa è stata considerata un’entità faunistica 
meritevole di attenzioni particolari al pari di una popolazione autoctona. E’ una 
specie di interesse venatorio annoverata tra la piccola selvaggina. Negli ultimi 
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Figura 2. Esemplare di Pernice sarda. 
 
anni si è verificata una forte diminuzione della specie in tutta l’isola, anche se non 
se ne conosce l’entità in quanto non sono mai stati effettuati censimenti accurati e 
a vasto raggio. Questa diminuzione è il risultato di diversi fattori: la progressiva 
alterazione dell’habitat, la naturale tendenza a cadere vittima di predatori naturali 
e la caccia, sia sottoforma di bracconaggio, facilitato dall’insufficiente 
sorveglianza, sia di prelievo previsto dal calendario venatorio (Masala, 
2004/2005). E’ lunga circa 32-34 cm e ha un’apertura alare di 46-49 cm, può 
raggiungere, nei maschi adulti, il peso di 450-500 gr. Di aspetto compatto, come 
quello dei fasianidi in genere, è un uccello provvisto di 1-2 speroni nel maschio, 
quasi sempre assenti nella femmina. Il dimorfismo sessuale è assente e anche le 
differenze tra adulti e giovani sono minime. Gli adulti sono riconoscibili per le 
zampe e il becco rosso, la gola grigia con un collare castano e una macchia 
biancastra, vertice castano con una striscia fulva sopra l’occhio. Piume scapolari 
blu lavagna orlate di rosso. Le guance, il collo e il mento sono grigi. Il colore 
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della parte superiore è bruno-ruggine e fianchi con larghe bande bianche e nere, 
grigie-castane. Ali e coda corte ed arrotondate, becco robusto e leggermente 
arcuato verso il basso (Mocci Demartis, 1992). E’ distribuita un po’ ovunque in 
Sardegna, sa adattarsi agli habitat più svariati, dalla pianura alla montagna, ove 
tuttavia non manchi acqua. Pur trovandosi in pianura anche in zone coltivate 
(arativi e vigneti), ricche di siepi e muretti divisori, tuttavia l’habitat più tipico è 
quello collinare, costituito da macchioni di lentisco, da brughiere di cisto, talora 
sovrastanti campi di grano che esercitano un’attrazione trofica, intercalati da 
ammassi di pietre e da siepi di fico d’India. Tale inversione di tendenza è 
sopraggiunta negli ultimi 100 anni, giacchè Salvadori (1864) scriveva che la 
specie preferiva le colline bassa ed il piano in zone coltivate a grano, più che i 
pendii aspri e dirupati dei monti, in contrasto col suo vecchio nome di Perdix 
petrosa. Recentemente però si è assistito ad una tendenza della specie a cercare 
rifugio in zone sempre più alte, fino ai 600-700 metri sopra il livello del mare. In 
tal modo dimostra di sapersi adattare anche a zone montagnose più aspre ed 
impervie, che la proteggono meglio dai predatori, come valloni, forti roveti e 
pruneti, macchia mediterranea fitta ed impenetrabile (Mocci Demartis and 
Massoli-Novelli, 1978; Spanò et al., 1985). Manca invece del tutto nelle zone 
paludose o sottoposte a periodiche alluvioni, e negli estesi e folti boschi d’alto 
fusto. Granivora per eccellenza, si nutre prevalentemente di cariossidi di grano, 
oltreché di sostanze vegetali (frutti, semi) selvatici; nelle prime fasi della vita ha 
una dieta carnivora costituita essenzialmente da piccoli invertebrati (vermi, 
lumache e insetti). Particolarmente appetiti sono l’Inula viscosa, i cardi selvatici e 
alcune piccole crassulente, ricche di acqua. Si sposta generalmente pedinando sul 
terreno e solo se costretta spicca il caratteristico volo. Sospettosa, se in pericolo 
corre, di pedina, velocemente al riparo. Specie monogama, fa una sola covata da 
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metà aprile a fine maggio, con leggere anticipazioni in zone di pianura e ritardi in 
quelle di montagna, in dipendenza dai fattori climatici. Dopo l’accoppiamento e 
durante la cova perde l’istinto gregario, ogni coppia vive separatamente dalle altre 
e solo quando i piccoli sono abbastanza maturi si ricostituiscono in gruppo. Nel 
nido, ricavato da depressioni del terreno, foderato di steli d’erba e foglie secche e 
disposto al riparo di cespugli e piante erbacee, la femmina depone da 10 a 14 
uova, con estremi da 8 a 18 (Cramp and Simmons, 1980). Queste sono ovali, lisce 
e leggermente lucide, di un colore dominante giallastro, con macchiette grigiastre 
minutissime, e misurano 40,4 x 30,3 (Arrigoni degli Oddi, 1929). Se la covata è 
andata persa (ad esempio per predazione), può deporre una seconda volta. 
L’incubazione dura 23-24 giorni circa ed è curata soprattutto dalla femmina, che 
comincia la cova dopo la deposizione dell’ultimo uovo, permettendo una schiusa 
sincrona. I pulli alla nascita sono ricoperti da un piumino grigiastro con striature 
longitudinali nerastre; sono nidifughi, autosufficienti, ma accuditi dai genitori, e 
riescono a fare i primi voli dopo 7-10 giorni circa. La maturità sessuale viene 
raggiunta dopo un anno. (Cramp and Simmons, 1980). 
La Pernice sarda rientra tra la piccola selvaggina, oggetto di caccia. Sebbene molti 
autori la considerano abbondante e diffusa in tutto il territorio regionale, le reali 
consistenza e distribuzione della pernice in Sardegna non sono del tutto note. Il 
diffuso bracconaggio, gli incendi e il crescente impiego di pesticidi in agricoltura 
sono stati in passato indicati come principali cause della rarefazione della specie, 
quantomeno in alcune zone dell’isola (Scandura et al., 2004). Le Autorità 
competenti, fin dal periodo anteguerra, hanno tentato di arginare la diminuzione 
della specie con norme legislative e regolamenti particolari. Fu vietato ad esempio 
di usare le pernici per il tiro al volo, di sparare a selvaggina nobile stanziale da 
mezzi a trazione meccanica, l’impiego di fari per abbagliare li animali, ecc (Mocci 
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Demartis and Massoli Novelli, 1978). L’interesse del mondo venatorio per questa 
specie ha portato all’effettuazione di ripopolamenti nel territorio sardo. 
Inizialmente venivano realizzati mediante rilasci di animali selvatici. Questi 
venivano catturati da zone a forte densità e successivamente immessi in territori 
dove le pernici risultavano in diminuzione. Dal 1973 sono stati creati due 
allevamenti di Pernice sarda: quello dell’Associazione Regionale dei 
Concessionari di riserve di caccia, presso Chia (CA) e quello dell’Istituto 
Zootecnico-Caseario di Bonassai (SS) (Mocci Demartis and Massoli Novelli, 
1978). In conseguenza della crescita di questo mercato sono sorti numerosi altri 
allevamenti, generando i consueti problemi legati al controllo dello stato sanitario 
e genetico degli animali. Per un lungo periodo, infatti, non sono stati effettuati 
controlli di alcun tipo sui capi allevati a scopo di ripopolamento. Solo nel 2003 la 
Regione Sardegna ha emanato una direttiva ai sensi dell’art. 96 comma 3 della 
L.R. 23/98 che regolamenta le attività di allevamento della fauna selvatica a scopo 
di studio e ripopolamento. In essa viene previsto che le autorizzazioni all’esercizio 
dell’attività di allevamento vengano rilasciate solo se queste vengono condotte “in 
purezza”, ossia con capi di certificata appartenenza alle specie/sottospecie presenti 
in Sardegna. 
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2. SCOPO DELLA TESI.  
Il mantenimento della variabilità genetica e della sicurezza demografica 
rappresentano il primo obiettivo di un programma di gestione di una popolazione 
di una specie animale al fine di ottenere la sua sopravvivenza a lungo termine, sia 
in natura che in cattività. Il grado di perdita della variabilità genetica dipende dalla 
dimensione effettiva della popolazione, cioè dal numero di individui che si 
riproducono e trasmettono il proprio patrimonio genetico alle generazioni future. 
Quindi al fine di minimizzare l’effetto della deriva genica nelle popolazioni di 
ridotte dimensioni è importante mantenere numerosa la popolazione effettiva. 
Queste considerazioni acquistano particolare rilevanza se si considera l’attuale 
situazione della popolazione di grifoni in Sardegna. Il ridotto numero e il lungo 
ciclo riproduttivo che dà vita ad un unico nuovo nato all’anno per coppia 
rappresentano sicuramente dei fattori di rischio nella sopravvivenza a lungo 
termine della colonia. La crioconservazione rappresenta un eccellente supporto 
complementare alla conservazione in natura, è l’unico metodo attualmente 
possibile per la gestione in cattività di popolazioni avicole ed  è stata 
principalmente studiata nel gallo. Anche nel presente lavoro il Gallus domesticus 
è stato utilizzato come modello sperimentale. Si sono testate varie metodiche di 
congelamento e l’azione del trealosio già utilizzato per la sua azione benefica nei 
mammiferi mediante prove in vivo e in vitro. Lo studio effettuato sul seme fresco 
ha permesso di valutare alcuni parametri qualitativi fondamentali per stabilire la 
capacità fecondante anche dopo crioconservazione, quali la vitalità, la motilità, i 
livelli di ATP e la frammentazione del DNA. Gli studi effettuati sulla specie 
domestica hanno permesso di acquisire conoscenze teoriche e pratiche sul 
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materiale seminale applicate, in seguito, alle specie selvatiche prese in esame con 
opportune modifiche a seconda delle possibilità e delle risorse a disposizione.  
Il principale scopo del presente lavoro è stato quello di approfondire le scarse 
informazioni note sulla fisiologia riproduttiva e di realizzare una banca del seme 
dell’avvoltoio Grifone (Gyps fulvus). Le conoscenze di base sulla durata del 
periodo riproduttivo e sulle variazioni del quadro ormonale sono il primo passo 
per la messa a punto di tecniche di riproduzione assistita, quali il congelamento 
del materiale seminale e l’inseminazione artificiale, che permetteranno di disporre 
di strumenti alternativi di tutela di questa specie. La nascita di individui in 
cattività che verranno poi immessi in libertà potrà contribuire a garantire la 
variabilità genetica e la stabilità demografica della popolazione presente allo stato 
attuale. Inoltre lo scambio del materiale seminale crioconservato potrà 
eventualmente fornire una valida alternativa allo scambio degli animali attuato nei 
progetti di ripopolamento che si scontra spesso con problemi di ordine economico, 
sanitario e di rispetto del benessere animale. Ulteriore oggetto di studio del 
presente lavoro è stata una seconda specie selvatica, la Pernice sarda (Alectoris 
barbara), presente in Italia esclusivamente in Sardegna e specie di interesse 
venatorio che in questi ultimi anni ha subito una forte diminuzione numerica. 
Tutto ciò ha portato alla realizzazione di ripopolamenti nel territorio sardo 
eseguiti mediante rilasci di capi d’allevamento non sottoposti a controlli sanitari e 
genetici per un lungo periodo, portando la popolazione sarda al rischio di 
inquinamento genetico (Masala, 2004/2005). E’ stato così condotto uno studio 
pilota sulla fisiologia riproduttiva di questa specie, comprendente studi preliminari 
sul materiale seminale e sulla sua crioconservabilità al fine di creare anche in 
questo caso una “cryobank” che consenta la salvaguardia del suo patrimonio 
genetico. 
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3. IL GALLO (Gallus domesticus). 
3.1. DISEGNO SPERIMENTALE. 
Nell’esposizione che segue verranno affrontati i seguenti argomenti: 
- prelievo del materiale seminale nel gallo; 
- valutazione delle caratteristiche del seme (volume, concentrazione, 
vitalità, motilità); 
- differenti tecniche di congelamento del materiale seminale (utilizzo di 
differenti crioprotettori); 
- valutazioni dei differenti effetti della crioconservazione sul seme: vitalità, 
frammentazione del DNA, livelli di ATP nello spermatozoo, motilità; 
- valutazione della sopravvivenza in vitro del seme fresco per testare diversi 
media; 
- valutazione della capacità fecondante in vivo e della sopravvivenza in vitro 
del seme dopo congelamento e scongelamento. 
 
3.2. MATERIALI E METODI. 
3.2.1. PRELIEVO E VALUTAZIONE DEL SEME FRESCO. 
Tre individui adulti di gallo della razza Livornese, sono stati sottoposti a prelievi di 
seme per un anno intero per valutare le possibili variazioni delle caratteristiche 
dell’eiaculato. Il prelievo del materiale seminale è avvenuto tramite l’utilizzo di 
una vagina artificiale modificata: il maschio viene messo a contatto con una gallina 
e, dopo un’iniziale fase di corteggiamento di pochi minuti, sale sul suo dorso per 
l’accoppiamento. Nel momento dell’eiaculazione veniva quindi interposta tra i due 
animali una piastra di petri e il materiale seminale prodotto prelevato mediante 
micropipetta. Gli eiaculati dei tre soggetti venivano uniti in un pool e sottoposti 
alla determinazione del volume con una micropipetta  graduata, della 
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concentrazione spermatica con uno spettrofotometro ad una lunghezza d’onda di 
540 nm e della vitalità spermatica tramite l’utilizzo del colorante eosina-nigrosina 
(Pintado et al., 2000). Questa procedura è basata sul grado di permeabilità di 
membrana degli spermatozoi morti nei quali la testa assume una colorazione rosa 
(eosina), mentre la bassa permeabilità degli spermatozoi vivi esclude l’eosina e 
perciò si mantiene la colorazione biancastra della testa. La presenza della nigrosina 
assicura un adeguato contrasto del preparato (Chalah and Brilland, 1998). Dieci 
microlitri di campione vengono miscelati per 2 minuti a temperatura ambiente con 
500µl di colorante; il vetrino viene quindi esaminato con un microscopio Diaphon 
(Nikon) e si contano 200 cellule per campione. Il campione di seme è stato inoltre 
sottoposto alla valutazione della motilità: una aliquota di seme fresco viene diluita 
per ottenere una concentrazione di 25 x 106 spermatozoi/ml con soluzione 
fisiologica (NaCl 0,9%) e messa in una eppendorf ad incubare a 39˚C per 5 minuti. 
Dieci microlitri di campione vengono quindi posizionati in una camera di Makler 
su un tavolino riscaldato a 38˚C e la motilità spermatica analizzata da un 
analizzatore di motilità computerizzato (CASA, Computer Assisted Sperm 
Analysis, v 3.2.0 Microptics S.L., Barcellona, Spagna). Vengono analizzati da 3 a 
5 campi (200 spermatozoi per campo) per campione. I parametri della motilità 
presi in esame sono: la motilità totale (intesa come la somma degli spermatozoi ad 
alta e a media velocità) e la motilità progressiva. 
 
3.2.1.2. Analisi statistiche. 
I risultati del volume, della concentrazione, della vitalità, della motilità totale 
spermatica e della motilità progressiva sono stati analizzati con ANOVA 
unidirezionale e sono espressi con la media ± SD. E’ stata misurata la correlazione 
tra tutti i parametri tramite il Multiple-Variable Analysis Correlation test. 
Dott.ssa Manuela Madeddu – Titolo della tesi: Creazione di una banca del seme di specie selvatiche dell’avifauna 
sarda mediante l’utilizzo del gallo come modello sperimentale.. – Tesi di dottorato in “Riproduzione, Produzione e 
Benessere Animale”. – Università degli Studi di Sassari. 
51
3.2.2. METODICHE DI CONGELAMENTO E VALUTAZIONE POST SCONGELAMENTO. 
Il materiale raccolto è stato sottoposto alla metodica della crioconservazione 
tramite l’utilizzo di due diversi crioprotettori: il DMA (dimetilacetamide) e il 
glicerolo. Si è voluto inoltre testare l’azione protettiva aggiuntiva del Trealosio 
come già evidenziato in numerosi studi effettuati sui mammiferi. Sono stati usati 
due differenti medium: Lake (prefreezing Lake diluent: D-fruttosio 8g, potassio 
acetato 5g, magnesio acetato 0,7g, sodio glutammato 19,2g, polivinilpirrolidone 
3g (10000mw); in 1 litro di acqua distillata; pH 7; osmolarità 340 mOsm/kg) 
(Chalah et al., 1999) e Lake Trealosio (Lake con aggiunta di Trealosio 70 mM). 
Nel congelamento con DMA il campione viene diluito 1:1 con il medium e messo 
a refrigerare a 4˚C per 20 minuti circa. In seguito viene aggiunto il 6% di DMA e 
viene lasciato ad equilibrare per 5 minuti. Infine il materiale seminale viene 
congelato in forma di pellet (0.1 ml) su ghiaccio secco ed immerso in azoto 
liquido (-196˚C). Nella metodica con glicerolo i campioni vengono diluiti 1:2 nel 
medium con l’aggiunta del 20 % di tuorlo d’uovo in due fasi. La prima aliquota di 
medium viene diluita immediatamente con il seme e raffreddata a 4˚C per circa 2 
ore. In seguito viene aggiunta la seconda aliquota di Lake con l’11% di glicerolo e 
dopo 20 minuti di equilibrazione a 4˚C, il seme viene congelato in forma di pellet 
(0.1 ml) su ghiaccio secco ed infine immerso in azoto liquido (-196˚C). Si sono 
quindi congelati 4 gruppi differenti: DMA con Lake (DMA ctr), DMA con Lake 
trealosio (DMA trea), glicerolo con Lake (GLY ctr) e glicerolo con Lake trealosio 
(GLY trea). Lo scongelamento è stato effettuato immergendo una falcon sterile di 
vetro contenente il pellet in un bagnetto d’acqua a 39˚C per 20s. Dopo lo 
scongelamento, il seme congelato con glicerolo è stato lavato in Lake con una 
centrifugazione a 0.8 rpm per 3 minuti e risospeso nello stesso volume di medium 
per annullare l’effetto anticoncezionale del criprotettore, mentre quello congelato 
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in DMA è stato lasciato tale e quale. Gli effetti del congelamento con i due 
differenti crioprotettori e con la presenza o assenza di trealosio sono stati quindi 
valutati sul seme scongelato. I parametri fondamentali che danno indicazioni 
sull’effetto della crioconservazione sul materiale seminale sono: la vitalità post 
scongelamento, la frammentazione del DNA, i livelli di ATP e la motilità 
spermatica. 
3.2.2.1. Vitalità spermatica.  
La vitalità post congelamento è stata esaminate mediante il colorante eosina-
nigrosina come visto in precedenza.  
3.2.2.2. Frammentazione del DNA. 
La frammentazione del DNA è stata valutata con il “comet assay neutrale”, 
eseguito in accordo al metodo descritto da Sakkas et al. (2002), con alcune 
modifiche. Quattordici microlitri del campione vengono inizialmente lavati in 1 ml 
di PBS con una doppia centrifugata; la prima a 500 x g per 10 minuti e la seconda 
a 1700 x g per 7 minuti. Il seme lavato viene quindi diluito in 200µl prima e in 
300µl dopo di agarosio low-melting point (0.8 % in PBS). Undici microlitri di 
soluzione di agarosio e seme vengono immediatamente distesi con la pippetta su 
vetrini ricoperti di agarosio normal-melting point (1.5% in PBS), montati con il 
coprioggetto e lasciati per 15 minuti a 4˚C a solidificare. Dopo questa prima fase 
viene rimosso il coprioggetto e si versano 15µl di agarosio 0.8% per formare un 
terzo strato. Una volta montato il coprioggetto vengono messi ad incubare per 15 
minuti a 4˚C. Terminata la seconda fase a 4˚C si rimuovono i coprioggetto e i 
vetrini vengono immersi in una soluzione ghiacciata di lisi (2.5 M NaCl, 100 mM 
EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X, e 10 mM dithiothreitol [DTT]; pH = 10) per 1 h 
a 4˚C. Si aggiunge quindi una proteinasi K (10 µg/ml) e si lasciano ad incubare per 
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1 h a 37˚C. Dopo questa fase, i vetrini vengono sciacquati in PBS e infine messi in 
un contenitore orizzontale per elettroforesi riempito di un buffer neutrale di 
elettroforesi preparato al momento (Tris-acetate-EDTA [TAE], pH 7.3). 
L’elettroforesi viene eseguita a 10 V e a 6 mA per 20 minuti. Dopo la corsa 
elettroforetica, i vetrini vengono neutralizzati con un buffer Tris-HCl (pH 7.5) per 
5 minuti e quindi fissati in metanolo. I campioni vengono colorati con propidium 
iodide (PI), montati con un coprioggetto e analizzati con un microscopio a 
fluorescenza. Le immagini delle comet digitali vengono catturate con un 
microscopio Olympus equipaggiato con una camera CCD e un software Olympus 
Cell. Vengono misurate 50 comet per campione usando il software CASP (Comet 
Assay Software Project 1.2.2) (Końca et al., 2003; Garcia et al., 2007). I parametri 
evidenziati includono la % di DNA nella coda, l’Olive tail moment e la lunghezza 
della comet. La % di DNA nella coda è il parametro che maggiormente esprime i 
risultati del metodo delle comet (Collins, 2004). L’Olive tail moment è un 
parametro globale della comet espresso come [(media della coda x media della 
testa) x (% DNA nella coda/100)] ed è usato per quantificare il DNA danneggiato 
(Olive et al. 2001). La lunghezza della comet è definita come la distanza in 
micrometri tra il margine destro e quello sinistro della comet. 
3.2.2.3. Livelli di ATP. 
La misurazione dei livelli di ATP è stata effettuata tramite il metodo del dosaggio 
enzimatico descritto da Zinellu et al. (2008).Venticinque microlitri di seme 
vengono  lavati per due volte con 0.1 ml di soluzione fisiologica fredda. Per 
l’estrazione dei nucleotidi, 0.1 ml di acido perclorico ghiacciato (0.6 mol/L) 
vengono aggiunti a ciascuna eppendorf contenente gli spermatozoi e lasciati per 15 
minuti; in seguito la sospensione viene centrifugata in una microcentrifuga per 
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eppendorf (per 3 minuti a 10000 rpm) e il surnatante viene neutralizzato con 15 µl 
di 3.5 mol/L di K2CO3 (Balestri et al, 2007). Dopo una successiva centrifugazione 
in una Microcentrifuga (3 minuti a 10000 rpm) il surnatante viene analizzato 
spettrofotometricamente con misurazione enzimatica e tramite CE. Per la 
misurazione enzima i livelli di ATP sono stati misurati spettrofotometricamente a 
340 nm usando la misurazione della coppia NADH legato all’enzima (Bergmeyer 
H.U., 1974) modificato per essere adattato al nostro sistema. La misurazione 
enzimatica viene effettuata a 37˚C con uno spettrofotometro Beckman DU-7, ed 
eseguito usando la coppia di enzimi, G6PD e HK. L’acido perclorico estratto 
(25µl) viene aggiunto a 400 µl di buffer TRAP (0.1 mol/L, pH 7.6). Alla mistura 
vengono inoltre aggiunti 2 µl di HK (2 mg/ml), 2 µl di G6PD (1 mg/ml), 8 µl di 
glucosio (18 mg/ml) e 8 µl di nicotinamide adenin dinucleotide fosfato (NADP+) 
(20 mg/ml). ATP viene determinato dalla produzione di NADPH. 
3.2.2.4. Motilità spermatica. 
La motilità spermatica è stata misurata con la metodica precedentemente descritta 
tramite il CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) e sono stati considerati gli 
stessi parametri (motilità totale e motilità progressiva). 
 
3.2.2.5. Analisi statistiche. 
La vitalità spermatica (media ± SD) post congelamento è stata analizzata con 
ANOVA unidirezionale. Per le analisi delle comet, dato che tra i gruppi era 
presente una differenza statisticamente significativa (Levene’s test; p=0.000), per 
analizzare le differenze dei parametri della comet nei diversi gruppi è stato 
utilizzato un test non-parametrico (Kruskal-Wallis test). I parametri analizzati 
espressi in media ± SD, sono: l’Olive tail moment, la % di DNA nella coda e la 
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lunghezza totale della comet. Le analisi dei dati dell’ATP (media ± SD) sono state 
effettuate tramite ANOVA unidirezionale. E’ stata esaminata la correlazione tra il 
contenuto di ATP e la vitalità con Multiple-Variable Analysis-Pearson Correlation 
test. La motilità totale e la motilità progressiva sono state analizzate tramite 
ANOVA e sono espresse in media ± SD.  
 
3.2.3. VALUTAZIONE DELLA SOPRAVVIVENZA IN VITRO DEL SEME FRESCO. 
Il materiale seminale prelevato tramite vagina artificiale è stato sottoposto a prove 
di vitalità di cultura in vitro. Si è voluto paragonare il Lake già usato in precedenza 
con il TALP (Umapathy et al., 2005) e il SOF (synthetic oviductal fluid) (Tervit et 
al., 1972) privo di aminoacidi e di siero ma con l’aggiunta dello 0.4% di BSA. Si 
sono quindi valutate la vitalità in vitro e la motilità degli spermatozoi freschi 
misurate durante 26 ore di cultura nei tre medium (Talp, Lake e SOF) a 38˚C con il 
5% di CO2 e al massimo dell’umidità atmosferica. La vitalità è stata misurata come 
precedentemente descritta a 0, 2, 4, 6, 8, 24, 26 ore di cultura in vitro. La motilità 
(totale e progressiva) è stata misurata con il CASA come descritto in precedenza a 
0,2, 4, 6, 8, 24, 26 ore di cultura in vitro. 
 
3.2.3.1. Analisi statistiche. 
La vitalità e la motilità sono state analizzate con la Comparison of regression lines 
(Multiple regression analysis).  
 
3.2.4. VALUTAZIONE DELLA CAPACITÀ FECONDANTE IN VIVO E DELLA SOPRAVVIVENZA IN 
VITRO DEL SEME CONGELATO. 
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 Sono state effettuate simultaneamente prove in vivo per testare la capacità 
fecondante del seme crioconservato e in vitro per valutare la sua capacità di 
sopravvivenza in cultura.  Il seme prelevato è stato sottoposto a crioconservazione 
con glicerolo come visto in precedenza e sono stati utilizzati 4 tipi differenti di 
medium: Lake, Lake trealosio, Talp, precedentemente usati e Talp trealosio (Talp 
con l’aggiunta di Trealosio 70 mM). Le tecniche di scongelamento e di lavaggio 
del seme sono le stesse viste in precedenza. I campioni scongelati sono quindi stati 
utilizzati in parte per le prove in vitro e in parte per quelle in vivo. 
In vitro. Si è valutata la vitalità in vitro degli spermatozoi freschi (controllo) e 
scongelati misurata durante 24 ore di cultura a 38˚C con il 5% di CO2 e al massimo 
dell’umidità atmosferica. La vitalità è stata misurata come precedentemente 
descritta a 0, 2, 4, 6, 8, 24, ore di cultura in vitro. 
In vivo. Sono state eseguite ripetute inseminazioni di 10  galline con una dose 
inseminante di 300 x 106 spermatozoi/femmina (seme congelato) e di 100 x 106 
spermatozoi/femmina (seme fresco) due volte alla settimana per tre settimane tra 
le 16:00 e le 17:00 perché di pomeriggio si ha un numero ridotto di galline con la 
presenza di uova nella ghiandola del guscio. Le femmine sono state divise in 5 
gruppi e inseminate con: 1. seme fresco; 2. seme congelato con Lake; 3. seme 
congelato con Lake trealosio; 4. seme congelato con Talp; 5. seme congelato con 
Talp trealosio. Le inseminazioni sono state effettuate tramite l’utilizzo di una 
cannula montata su una siringa da insulina; una volta afferrata la gallina si effettua 
l’eversione della cloaca che permette l’esteriorizzazione dell’entrata dell’ovidotto, 
mediante l’applicazione di una leggera pressione manuale sull’addome. Si 
inserisce così la cannula per circa 3-4 cm, si interrompe la pressione e si inocula il 
seme. Le uova sono state raccolte giornalmente dal 2˚ al 6˚ giorno dopo le 
inseminazioni, conservate a 18.3˚C e messe ad incubare settimanalmente. Il tasso 
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di fertilizzazione (uova fertili/ uova incubate x 100) veniva determinato tramite la 
speratura delle uova dopo 7 gg di incubazione.  
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3.2.4.1. Analisi statistiche. 
I dati delle inseminazioni sono stati valutati mediante il test Chi-quadro. I dati della 




3.3.1. PRELIEVO E VALUTAZIONE DEL SEME FRESCO. 
Sono stati esaminati un totale di 30 campioni di seme ottenuti dai tre maschi e 
utilizzati per le valutazioni qualitative e quantitative del seme. Durante tutto il 
periodo preso in considerazione non sono state riscontrate differenze significative 
tra il volume (150 ± 54 µl), la vitalità spermatica (90 ± 5%), la concentrazione 
spermatica (3.53 ± 0.65 x 109 spermatozoi/ml), la motilità totale (66.1 ± 10.8%) e 
quella progressiva (33.3 ± 14.8%) (Tab. 1). Non è stata riscontrata alcuna 
correlazione tra tutti i parametri considerati. 
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3.3.2. METODICHE DI CONGELAMENTO E VALUTAZIONE POST SCONGELAMENTO.  
 
3.3.2.1. Vitalità spermatica. 
La vitalità del seme scongelato si riduce significativamente rispetto al seme fresco 
(90 ± 5%) e presenta differenze significative tra i vari gruppi (p=0.0000). Il gruppo 
GLY ctr (43 ± 7%) non differisce dal GLY trea (39 ± 13%) ed entrambi sono 
significativamente superiori ai gruppi con DMA (ctr 30.6 ± 7%; trea 25.6 ± 7%), 
che non differiscono tra di loro (Fig. 3). I risultati ottenuti indicano che il glicerolo 
preserva con maggior successo  la vitalità del seme e che il trealosio non ha sul 
seme di questa specie avicola l’effetto crioprotettivo aggiuntivo testimoniato per il 
materiale seminale di altre specie animali. 













Figura 3. Vitalità del seme di gallo fresco e post congelamento e scongelamento dei diversi gruppi 
le differenze significative sono indicate dalle lettere (P=0.000). Il seme scongelato ha una vitalità 
inferiore rispetto al fresco e il gruppi glicerolo hanno valori maggiori rispetto a quelli con DMA. 
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3.3.2.2. Frammentazione del DNA. 
La frammentazione del DNA è significativamente più alta nel seme congelato 
rispetto al fresco come evidenziato dai parametri presi in esame. La lunghezza 
totale della comet nel seme fresco (89.2 ± 20.6 µm) è significativamente inferiore 
rispetto a tutti gruppi scongelati mentre nel gruppo DMA ctr (202.1 ± 63.9µm) è 
significativamente superiore. Non c’è invece differenza tra DMA trea (154.2 ± 
60.2 µm) e GLY ctr (143.6 ± 43.4 µm) e tra quest’ultimo e GLY trea (133.8  ± 
36.8 µm) (Tab. 2). L’Olive tail moment è significativamente superiore nel gruppo 
DMA ctr che quindi risulta maggiormente danneggiato; i gruppi glicerolo non si 
differenziano tra loro e rispetto al DMA trea mentre differiscono dal seme fresco. 
Quest’ultimo infine non differisce dal DMA trea (Tab. 2).  
 
 Tabella 2. Effetto della crioconservazione sugli spermatozoi di gallo: lunghezza della comet e 
Olive tail moment nel seme fresco e nei 4 gruppi congelati. 
 Le differenze significative tra il seme fresco e quello scongelato e tra i vari gruppi sono indicate 
dalle diverse lettere (lunghezza comet, p=0.00; Olive tali moment, p<0.05). 
 
 
La percentuale di DNA nella coda (DNA danneggiato) è significativamente 
superiore nel gruppo DMA ctr (35 ± 28 %), seguito dal DMA trea (22.3 ± 25.5 %) 
e dai due gruppi glicerolo (ctr 12.5 ± 14.3 %; trea 12.1 ± 12.7 %) che non 
differiscono tra loro. La % di DNA nella coda è significativamente inferiore nel 
seme fresco (5.6 ± 9.1 %) (Fig. 4). Questi risultati indicano la migliore azione 
                                     
                                     Lunghezza comet (µm)                   Olive tail moment 
 
Seme fresco                      89.2 ± 20.6a                                          16.3  ± 25.8a 
GLY ctr                          143.6 ± 43.4bc                                         24.2  ± 28.7b  
GLY trea                        133.8 ± 36.8b                                              28  ± 27.5b 
DMA trea                       154.2 ± 60.2c                                           23.2  ± 26.7ab 
DMA ctr                         202.1 ± 63.9d                                           40.5  ± 28.3c 
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spermatico di questa specie animale. Il protocollo del “comet assay” ha prodotto 
chiare immagini di comet (Fig. 5). 
 
%DNAcoda












Figura 4. % DNA nella coda nel seme fresco di gallo e nei 4 diversi gruppi congelati. Le 
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Figura 5. Immagini di comet di spermatozoi congelati e scongelati di gallo che mostrano un 
aumento nei livelli di DNA danneggiato 
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3.2.3. Livelli di ATP. 
Il contenuto di ATP diminuisce significativamente in tutti i campioni scongelati 
rispetto al seme fresco (46.54 ± 23.47 nmol ATP/109 spermatozoi). I due gruppi 
con trealosio presentano i valori più bassi di ATP (GLY: 12.86 ± 7.05 nmol 
ATP/109 spermatozoi; DMA: 10.63 ± 6.36 nmol ATP/109 spermatozoi), 
differiscono significativamente rispetto al gruppo GLY ctr (25.37 ± 8.16 nmol 
ATP/109 spermatozoi), mentre non differiscono tra loro e con il gruppo DMA ctr 
(17.1 ± 6.06 nmol ATP/109 spermatozoi). I due gruppi controllo infine non si 
differenziano tra loro in modo significativo (Fig. 6). Tutto ciò indica un maggior 
calo dei livelli di ATP nei gruppi crioconservati con l’aggiunta del trealosio e una 
migliore capacità a preservare il contenuto di ATP dei gruppi ctr 
indipendentemente dal crioprotettore. Infatti i livelli di ATP nel GLY ctr sono più 
elevati rispetto al DMA ctr ma non in modo significativo. E’ stata riscontrata 
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Figura 6. Effetto della crioconservazione sui livelli di ATP nel seme di gallo. Le differenze 
significative tra i vari gruppi sono indicati dalle lettere (p<0.05). Esiste una elevata correlazione tra 
il contenuto di ATP e la vitalità (Pearson Correlation test: p<0.001).  
3.3.2.4. Motilità spermatica. 
La motilità totale e la motilità progressiva sono diminuite significativamente nel 
seme congelato rispetto al fresco, mentre non ci sono differenze statisticamente 
significative nei diversi gruppi congelati (Tab. 3). 
 
Tabella 3. Effetto della crioconservazione sulla motilità del seme di gallo nei diversi gruppi 
congelati. La motilità è significativamente inferiore in tutti i gruppi rispetto al seme fresco 




Motilità totale (%) 
 







       66.1 ± 10.8a
         5    ±   2.8b 
         8    ±   4.2b 
       4.5   ±   3.5b 
       1.5   ±   0.7b 
         33.3 ± 14.8a 
           2.5 ±   2.1b 
           3    ±   1.4b 
           1    ±   1.4b 
           1    ±   1.4b 
 
 
I dati indicano un elevato effetto negativo della crioconservazione sul seme di 
gallo in tutti i gruppi considerati indipendentemente dal crioprotettore utilizzato e 
dalle presenza o meno del trealosio. 
 
3.3.3. VALUTAZIONE DELLA SOPRAVVIVENZA IN VITRO DEL SEME FRESCO. 
La vitalità spermatica decresce nel tempo in tutti i media. La comparazione delle 
curve di regressione dell’andamento della vitalità nel tempo nei diversi media 
differisce significativamente (P<0.001). Il medium che sopravvive maggiormente 
in cultura è il Talp (ora 26: 25%), mentre il Lake mantiene livelli adeguati di 
vitalità (36%) solo fino alla 4 ora ma già dalla 6 ora arriva al 5% (Fig. 7). La 
motilità progressiva decresce nei tre media durante il periodo considerato ma non 
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presenta differenze significative. Anche la motilità totale decresce dall’ora 0 all’ora 
26 e la comparazione delle curve di regressione mostra una differenza significativa 
nel loro andamento (p<0.05). L’andamento della motilità totale nel SOF non 
differisce significativamente né dal Talp (p=0.085) né dal Lake (p=0.09). Ci sono 















Figura 7. Curve di regressione della vitalità in vitro del seme di gallo in 3 differenti media (Talp, 
Lake e SOF). La pendenza delle curve (slope) differisce significativamente nei 3 gruppi (P<0.001). 
 












Figura 8. Curve di regressione della motilità totale in vitro del seme di gallo in 3 differenti media 
(Talp, Lake e SOF). C’è differenza significativa tra il Talp e il Lake (p<0.05). 
 
Dott.ssa Manuela Madeddu – Titolo della tesi: Creazione di una banca del seme di specie selvatiche dell’avifauna 
sarda mediante l’utilizzo del gallo come modello sperimentale.. – Tesi di dottorato in “Riproduzione, Produzione e 
Benessere Animale”. – Università degli Studi di Sassari. 
66
Il seme di gallo sopravvive più a lungo in vitro nel Talp rispetto agli altri media 
utilizzati.
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3.3.4. VALUTAZIONE DELLA CAPACITÀ FECONDANTE IN VIVO E DELLA SOPRAVVIVENZA IN 
VITRO DEL SEME CONGELATO. 
In vitro. La vitalità spermatica decresce in tutti i gruppi dall’ora 0 all’ora 24. La 
curva di regressione della vitalità del seme fresco è significativamente superiore 
rispetto al seme congelato (p<0.05), mentre i 4 gruppi di seme congelato non 




















Figura 9. Curve di regressione della vitalità in vitro del seme di gallo fresco nei 4 gruppi 
congelati. C’è differenza significativa tra il fresco e i congelati (p<0.05) mentre i gruppi congelati 
non differiscono tra loro (p=0.354). 
 
In vivo.  Sono state deposte un totale di 196 uova dalle galline dei differenti gruppi 
e le % di fertilizzazione hanno evidenziato differenze significative tra i vari gruppi 
considerati (P<0.001). La percentuale di uova fertili è maggiore nel gruppo 
inseminato con seme fresco (42%) rispetto ai gruppi con seme congelato. Per 
quanto riguarda il seme congelato, sono state ottenute più uova fertili nel gruppo 
Lake ctr (25%) rispetto al gruppo Talp ctr (5%; p = 0.023) mentre non sono state 
riscontrate differenze tra i gruppi con trealosio (Lake: 14%; Talp: 11%; p = 0.620) 
(Tab. 4). 
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Tabella 4. Percentuali di fertilizzazione dopo inseminazione artificiale con seme fresco e 
congelato nei 4 gruppi. La % di fertilizzazione è significativamente superiore nel seme fresco 
rispetto al congelato (Lake: p=0.018; Talp: p=0.000). Il Lake ctr è il gruppo congelato con una 
maggiore % di fertilizzazione. 
 
La capacità fecondante del seme congelato è risultata essere migliore nel gruppo 
Lake ctr a differenza di quanto invece accade nella sopravvivenza in vitro. Anche 
in questo esperimento la presenza del trealosio non ha portato alcun effetto 
benefico al seme congelato sia in vitro sia in vivo. 
 
3.4. DISCUSSIONE. 
Nonostante numerosi anni di ricerca, l’applicazione della crioconservazione degli 
spermatozoi degli uccelli nella produzione commerciale di pollame e nei 
programmi riproduttivi di conservazione è stata limitata. Tutto ciò dipende 
principalmente dalla elevata perdita di vitalità degli spermatozoi dopo 
scongelamento, fattore importantissimo se si considera che solo l’1-2 % di 
spermatozoi inseminati nella vagina della femmina sono in grado di raggiungere 
gli SST e quindi il sito della fertilizzazione (Wishart, 1985; Bakst et al., 1994). E’ 
generalmente accettato che la valutazione della qualità del seme fresco aiuta a 
predire l’idoneità degli spermatozoi a resistere al congelamento e allo 
scongelamento. La crioconservazione danneggia le cellule e sistematicamente 
riduce la qualità dello spermatozoo (Holt, 2000; Ansah and Buckland, 1982). Nel 
presente lavoro il seme di gallo è stato prelevato tramite vagina artificiale, in 
  
n. uova totali 
 
n. uova fert. /uova tot. 
 
% uova fertili 
 
Fresco             38                16         42a 
Lake ctr            56                14         25b 
Talp trea            38                  2           5c 
Lake ctr            28                  4         14c 
Talp trea            36                  4         11c 
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accordo a Marzoni et al. (1992) infatti si ottiene materiale seminale in maggiore 
quantità, di qualità migliore e in maniera più semplice rispetto alla metodica della 
elettrostimolazione o del massaggio dorsale. Quest’ultimo in particolare fornisce 
poco materiale facilmente contaminato da deiezioni. I metodi di congelamento del 
seme di uccelli sono numerosi (Seigneurin and Blesbois, 1995; Chalah et al., 
1999; Tselutin et al., 1999) e i crioprotettori maggiormente utilizzati sono il DMA 
e il glicerolo. Nel seguente lavoro sono stati messi a confronto questi due 
criprotettori e si è voluto misurare l’azione aggiuntiva del trealosio. I dati ottenuti 
confermano che la qualità del seme crioconservato diminuisce rispetto al fresco e i 
nostri risultati dimostrano che il glicerolo ha una migliore azione protettiva sul 
DMA. La vitalità spermatica post congelamento è infatti nel glicerolo pari al 43% 
contro il 31% nel DMA. Questi risultati sono rispecchiabili a quelli ottenuti da 
Seigneurin and Blesbois (1995) nei quali la vitalità del seme congelato con 
glicerolo è pari al 34-48%. In Chalah et al. (1999) la vitalità post congelamento è 
del 46% con glicerolo e del 32% con DMA. L’utilità del metodo delle comet per 
la valutazione della qualità del seme è stata ben stabilita per lo sperma dei 
mammiferi (Sharma et al., 2004; Morris et al., 2002) e confermato in seguito per 
quello dei pesci (Cierszko et al., 2005; Dietrich et al., 2005). A nostra conoscenza 
è stato usato per valutare il seme del pollame solo nei tacchini (Kotlowska et al., 
2007) e non su materiale crioconservato. L’effetto della crioconservazione è molto 
importante soprattutto quando si vuole creare una criobanca del seme. Infatti la 
valutazione del danno al DNA è fondamentale allo scopo di prevenire la possibile 
perdita della capacità fertilizzante o della variabilità genetica durante la 
conservazione del seme e di comprendere le cause dei fallimenti durante lo 
sviluppo embrionale (Cabrita et al., 2005). I nostri dati indicano un aumento della 
frammentazione del DNA nel seme congelato rispetto a quello fresco e mostrano 
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come il glicerolo sia in grado di garantire una maggiore protezione rispetto al 
DMA. Abbiamo potuto paragonare i dati con quelli ottenuti da Kotlowskza et al. 
(2007) e da ciò abbiamo evidenziato una minor fragilità del DNA di gallo rispetto 
a quello di tacchino in quanto si riscontrano valori di DNA danneggiato simili nel 
seme di tacchino stoccato per 24 ore (DNA intatto 60%) e in quello di gallo 
crioconservato con DMA ctr (DNA danneggiato 35%). E’ importante ricordare 
che i valori di DNA danneggiato riscontrati nel gruppo DMA ctr sono i più alti dei 
gruppi crioconservati esaminati. Anche la motilità totale è maggiore nel seme 
congelato con glicerolo, con una percentuale pari al 38.7% così come visto da 
Seigneurin and Blesbois (1995) nei quali si aveva una motilità del 21-41%. Infine, 
nel presente lavoro, è stato considerato il contenuto di ATP negli spermatozoi tra i 
parametri fondamentali per la valutazione della qualità del seme. L’ATP è una 
delle principali fonti energetiche chimiche della cellula spermatica e il suo 
quantitativo può dare utilissime indicazioni sulla capacità di sopravvivenza 
durante il processo della crioconservazione. Quest’ultimo causa infatti un forte 
stress alle caratteristiche fisiche dello spermatozoo, ma anche ai componenti 
chimici essenziali per funzioni quali l’energia metabolica e la motilità. Secondo 
Wishart e Palmer (1986) gli spermatozoi di uccelli hanno una grande incapacità di 
mantenere il contenuto di ATP dopo crioconsevazione  Anche i nostri risultati 
hanno evidenziato un forte calo dei livelli di ATP negli spermatozoi 
crioconservati che passano da 46.54 ± 23.47 nmol ATP/109 spermatozoi (seme 
fresco) a valori compresi tra 25.37 ± 8.16 e 10.63 ± 6.36 nmol ATP/109 
spermatozoi (seme congelato). Abbiamo potuto evidenziare come il glicerolo 
svolga il ruolo migliore nella preservazione del contenuto di ATP, così come già 
visto per la vitalità e per il DNA. I valori medi da noi ottenuti nel seme fresco si 
discostano notevolmente da quelli ottenuti da Long et al. (2006), che vanno da 
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2.16 a 21.4 nmol ATP/109 spermatozoi per il gallo e da 2.14 a 15.6 nmol ATP/109 
spermatozoi nel tacchino. Queste differenze potrebbero comunque essere legate 
alla variabilità individuale dei singoli soggetti o dalla metodica di misurazione 
dell’ATP, ma il ridotto numero di studi a riguardo negli uccelli non ci permette di 
ottenere una chiara spiegazione. E’ stata infine riscontrata una forte correlazione 
tra i valori dell’ATP e quelli della vitalità spermatica. In questo modo è possibile 
ridurre il numero dei parametri da esaminare nel seme, soprattutto per quelle 
specie nelle quali il quantitativo di materiale a disposizione porta alla esclusione 
di alcune valutazioni a vantaggio di altre. In conclusione, il glicerolo nel nostro 
studio ha mostrato una migliore azione protettiva rispetto al DMA, confermando 
precedenti lavori in quanto ha dimostrato di supportare meglio la funzionalità 
delle cellule spermatiche. Dopo scongelamento infatti abbiamo ottenuto più alte 
percentuali di vitalità, minor percentuali di frammentazione del DNA e più alti 
livelli di ATP proprio con il glicerolo. Inoltre, abbiamo evidenziato come 
l’aggiunta del trealosio non esplichi alcun effetto positivo, a differenza da quanto 
visto per il seme dei mammiferi, determinando anzi una forte perdita del 
contentuo di ATP nei gruppi congelati con l’aggiunta di questo zucchero. Questo 
fenomeno potrebbe dipendere da una limitata abilità del trealosio di attraversare le 
membrane cellulari degli spermatozoi di gallo in quanto, per fornire la protezione 
ottimale alle cellule, qualsiasi zucchero usato nella crioconservazione deve agire 
sia all’interno che all’esterno della membrana. (Chen et al. 2001). Tutto ciò 
potrebbe dipendere dalla forte variabilità individuale e interspecifica nelles specie 
animali, ampiamente documentata in letteratura. Una volta accertata la migliore 
azione del glicerolo nel preservare il seme di gallo e testate le metodiche di 
valutazione dei parametri utili per verificare l’effetto della crioconservazione sugli 
spermatozoi, si è voluto sperimentare il Talp come medium per il congelamento. 
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Il Talp è stato usato da Umapathy et al. (2005) con il seme di Grifone dal dorso 
bianco quindi il nostro fine è stato quello di studiare la sua azione sul seme di 
gallo con prove in vitro e in vivo, per poter poi applicare le metodiche utilizzate 
nel grifone sardo. Le prove di sopravvivenza in vitro e quelle di fertilità in vivo 
hanno dato risultati contrastanti. Mentre infatti il Talp ha mostrato in vitro di 
mantenere vitali gli spermatozoi più a lungo del Lake (> 26 ore vs < 6 ore), ha 
ottenuto tassi di fertilità in vivo più bassi (5-11% vs 14-25%). I bassi tassi di 
fertilità da noi ottenuti anche con seme fresco (42%) possono essere ricondotti alla 
ridotta percentuale di spermatozoi ad alta motilità presenti nei nostri eiaculati a 
causa della forte correlazione dimostrata tra la tipologia di motilità e la 
percentuale di uova fertili. I nostri campioni infatti presentavano una più alta 
percentuale di spermatozoi a media (47%) piuttosto che ad alta velocità (23%). 
Sappiamo infatti che i parametri che vengono valutati nel seme fresco come 
caratteri fondamentali per la fertilizzazione di un uovo, sono la concentrazione, la 
vitalità e la motilità. Essendo i valori di vitalità e concentrazione del nostro seme 
nella norma, abbiamo dato maggiore peso alla motilità per spiegare i risultati 
ottenuti. I tre parametri possono essere racchiusi in un unico indice di motilità 
spermatico e misurati tramite lo Sperm Quality Analyzer (SQI). Parker et al. 
(2000) hanno evidenziato che le percentuali di uova fertili aumentavano 
linearmente con gli indici di qualità spermatica, si andava infatti da un minimo del 
65% per i gruppi con SQI compreso tra 0 e 150 ad un massimo del 96% per i 
gruppi con SQI >350. La motilità spermatica può essere misurata anche tramite il 
metodo dell’Accudenz, come evidenziato da Froman et al. (1999) che hanno 
mostrato la possibilità di predire la fertilità del maschio, soprattutto in un range 
compreso tra lo 0 e il 75% di fertilità. Froman and Feltmann (1998) dividendo in 
categorie a media e ad alta motilità i galli New Hampshire, hanno dimostrato che i 
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tassi di fertilità differiscono del 30%: 64% e 94% rispettivamente. Nel presente 
lavoro la motilità è stata misurata con il CASA (Computer Assisted Sperm 
Analysis) precedentemente usato nel gallo solo da Blesbois et al. (2008), che 
hanno ottenuto percentuali di fertilità con seme fresco altamente variabili da un 
34% ad un 94%. Quasi l’80% degli spermatozoi inseminati intravaginalmente 
vengono espulsi dalla vagina nei primi 15 minuti dopo l’inseminazione (Howart, 
1971) e gli spermatozoi che restano sono soggetti ad un intenso processo selettivo 
all’interno della vagina (Wishart and Steele, 1992). Perciò soltanto una “eletta” 
popolazione di spermatozoi raggiunge gli SST (Bakst and Brilland, 1995) e l’alta 
motilità potrebbe essere un attributo caratteristico di questa popolazione eletta. 
Ulteriore fattore che interviene nella riuscita di una inseminazione artificiale è la 
concentrazione di spermatozoi della dose inseminante, in quanto come riportato 
da Bakst et al. (1994) la fertilità e il numero di spermatozoi presenti nell’ovidotto 
della gallina aumentano con l’aumentare del numero degli spermatozoi 
inseminati. La manualità dell’operatore e l’espulsione del seme che si verifica 
normalmente dopo l’inseminazione come visto in precedenza possono aver 
influenzato l’esito della prova. 
L’elevata sopravvivenza in vitro degli spermatozoi nel Talp ha confermato 
comunque i risultati riscontrati nel grifone indiano e, nonostante i risultati negativi 
nelle inseminazioni, abbiamo deciso di utilizzare questo medium nel grifone sardo 
non potendo trascurare la forte differenza di specie che intercorre tra quest’ultimo 
e il gallus domesticus. Per quanto riguarda la Pernice sarda, essendo una specie 
più affine al gallo, abbiamo cercato di eseguire valutazioni e prove il più possibile 
simili a quelle effettuate sulla specie domestica. L’utilizzo del gallo come modello 
sperimentale è servito ad ottenere fondamentali informazioni sulla scelta della 
metodica di crioconservazione e sui parametri maggiormente predittivi della 
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qualità del seme, in funzione della creazione di una banca del materiale seminale, 
fine ultimo del nostro lavoro per le specie selvatiche esaminate (Gyps fulvus e 
Alectoris barbara). 
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4. LA PERNICE SARDA (Alectoris barbara). 
4.1. DISEGNO SPERIMENTALE. 
Nell’esposizione che segue verranno affrontati i seguenti argomenti: 
- prelievo del materiale seminale nella pernice sarda; 
- valutazione delle caratteristiche del seme (volume, concentrazione, 
vitalità); 
- differenti tecniche di congelamento del materiale seminale (utilizzo di 
differenti crioprotettori); 
- valutazioni dei differenti effetti della crioconservazione sul seme: vitalità, 
frammentazione del DNA, livelli di ATP nello spermatozoo. 
 
4.2. MATERIALI E METODI.  
Dodici esemplari adulti di Pernice sarda (Alectoris barbara) sono stati tenuti in 
singole gabbie (32 cm x 44 cm x 24 cm) con cibo e acqua ad libitum. Gli animali 
sono stati sottoposti al prelievo di seme per due anni consecutivi (2007-2008) nel 
periodo compreso tra Febbraio e Giugno, coincidente con la loro stagione 
riproduttiva. 
Il seme è stato prelevato due volte alla settimana usando il metodo descritto da 
Burrows e Quinn (1937). Ciascun maschio di pernice veniva delicatamente 
raccolto da una persona che manteneva le zampe da parte, mentre una seconda 
persona raccoglieva il seme dopo aver eseguito un leggero massaggio per 3-5 
volte nella regione lombare del soggetto (Biswas et al., 2007). Si doveva fare 
grande attenzione per evitare di contaminare i campioni con materiale fecale o 
urinario.  
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Subito dopo il prelievo il materiale seminale dei singoli soggetti veniva riunito in 
un pool per incrementare il quantitativo totale e sottoposto alla misurazione del 
volume mediante micropipetta graduata. La concentrazione veniva valutata 
tramite l’utilizzo di un emocitometro (camera di Burker) e la percentuale di 
spermatozoi vivi e morti veniva determinata con il colorante eosina-nigrosina 
(Pintado et al, 2000) già visto per il seme di gallo. Cinque microlitri di campione 
vengono miscelati per 2 minuti a temperatura ambiente con 50µl di colorante 
(Saint Jalme, 2003). Il vetrino viene quindi esaminato con un microscopio 
Diaphon (Nikon) e si contano 100 cellule per campione. 
Sono stati congelati soltanto eiaculati che mostravano più del 50 % di spermatozoi 
vitali. Il seme è stato congelato con due differenti modalità e crioprotettori (DMA 
e glicerolo) come visto nel gallo e si è voluto testare anche in questa specie 
l’azione del trealosio. I medium utilizzati (Lake e Lake trealosio) e le tecniche di 
crioconservazione sono le stesse utilizzate per il seme del gallo con alcune 
modifiche: nella metodica con glicerolo il seme viene diluito 1:1 prima del 
congelamento e i pellets erano di 0.05ml. La tecnica di scongelamento è la stessa 
utilizzata nel gallo. L’effetto del processo di congelamento/scongelamento sul 
seme è stato misurato in termini di vitalità spermatica, frammentazione del DNA e 
quantitativo di ATP. La vitalità è stata valutata con l’eosina nigrosina come già 
visto per il seme di gallo ma con una semplice modifica: 5 µl di campione 
vengono miscelati per 2 minuti a temperatura ambiente con 50µl di colorante. Il 
vetrino viene quindi esaminato con un microscopio Diaphon (Nikon) e si contano 
100 cellule per campione. 
Il DNA danneggiato degli spermatozoi congelati e scongelati di Pernice è stato 
misurato tramite il comet assay neutrale, eseguito in accordo al metodo descritto da 
Sakkas et al. (2002), visto nei materiali e metodi del seme di gallo, con un'unica 
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modifica. In seguito alle due centrifugate, il seme lavato viene diluito solo una 
volta in 80µl di agarosio low-melting point (0.8 % in PBS). Le immagini delle 
comet digitali vengono catturate con un microscopio Olympus equipaggiato con 
una camera CCD e un software Olympus Cell. Vengono misurate 50 comet per 
campione usando il software CASP (Comet Assay Software Project 1.2.2). I 
parametri evidenziati includono anche in questo caso la % di DNA nella coda, la 
l’Olive tail moment e la lunghezza della comet.  
La metodica utilizzata per il dosaggio dell’ATP è quella della elettroforesi capillare 
come riportata da Cornelius et al. (2005) con alcune piccole modifiche legate ai 
volumi ridotti dei campioni a disposizione. Nella preparazione del campione 
dunque si riducono i volumi di 10 volte: 5µl di seme si mescolano a 9µl di acido 
perclorico (0.6 mol/L). 
 
4.2.1 ANALISI STATISTICHE. 
I risultati del volume, della concentrazione e della vitalità spermatica e i parametri 
delle comet (% di DNA nella coda, Olive tail moment, lunghezza della comet) 
sono stati analizzati con ANOVA unidirezionale e sono espressi con la media ± 
SD. Sono stati paragonati i valori di vitalità del seme fresco con quello 
scongelato. Per le analisi dell’ATP, dato che tra il fresco e lo scongelato esisteva 
una differenza statisticamente significativa (Leven’s test, p=0.000), è stato 
utilizzato un test non-parametrico (Kruskal-Wallis test) per analizzare le 
differenze tra i vari gruppi. I valori di ATP dei diversi gruppi sono stati paragonati 
tra loro con ANOVA unidirezionale (media ± SD). Sono stati infine correlati i 
valori di ATP con la vitalità con Multiple-Variable Analysis (Pearson test: 
p<0.01). 
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4.3. RISULTATI. 
Durante i due anni di studio sono stati effettuati in totale 69 tentativi di prelievo 
del seme. L’eiaculazione è stata indotta con successo nel periodo compreso tra la 
metà di Marzo e la fine di Maggio e si sono ottenuti 36 eiaculati. Il volume dei 
singoli eiaculati è molto variabile (da 2 a 42µl) e si è potuto evidenziare come 
























Figura 10. Valori del volume del seme di pernice nei diversi mesi del periodo riproduttivo. Nel 
mese di maggio i valori sono superiori rispetto agli altri mesi esaminati in modo statisticamente 
significativo coem indicato dalle lettere (ANOVA; p<0.01). 
 
 
La concentrazione spermatica nel pool degli eiaculati varia da 1,7 a 68,1 x 106 
spermatozoi/ml e la vitalità spermatica da un 31% ad un 90%. (Tab. 5) 
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Sono stati crioconservati un totale di 29 eiaculati con vitalità comprese tra il 52% 
e il 91%. La vitalità spermatica dopo scongelamento diminuisce 
significativamente rispetto al fresco (p<0.0001) e varia tra i diversi gruppi. I valori 
del DMA ctr (27.5%) e del GLY trea (23%) sono significativamente superiori 
(<0.05) rispetto al GLY ctr (12%) e al DMA trea (11%), dimostrando una 
















Figura 11. Percentuali di vitalità nel seme fresco di perncie e nei diversi gruppi di seme congelato. 




La frammentazione del DNA dopo congelamento e scongelamento non presentava 
differenze significative tra i vari gruppi in tutti i parametri valutati (Tab. 6). 
Tabella 6. Effetto della crioconservazione sul DNA del seme di pernice nei diversi gruppi 
congelati 
 
Gruppi                     %DNA coda      olive tail moment       lunghezza comet (µm) 
 
 
GLY  ctr                    15.8 ± 15.1          24.9 ± 26.6                    148 ± 49 
DMA trea                  14.4 ± 17             19.7 ± 24.3                    155 ± 48 
DMA ctr                    13.7 ± 14.9          22.6 ± 25.5                    150 ± 30 
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GLY  trea                  11.1 ± 11.3          24.1 ± 26.9                    151 ± 40 
Figura 12. Immagini di comet di spermatozoi congelati e scongelati di pernice che mostrano un 




La metodica del comet assay ha permesso di ottenere anche per questa specie 
chiare immagini di comet (Fig. 12). 
I livelli di ATP nel seme scongelato erano significativamente minori (0.11 ± 0.07 
nmol ATP/106 spermatozoi) rispetto al seme fresco (0.44 ± 0.28 nmol ATP/106 
spermatozoi) (p<0.01), mentre non c’erano differenze significative tra i vari 
gruppi congelati: GLY trea (0.18 nmol ATP/106 spermatozoi), GLY ctr (0.16 ± 
0.13 nmol ATP/106 spermatozoi), DMA trea (0.10 ± 0.04 nmol ATP/106 
spermatozoi) e DMA ctr (0.08 ± 0.05 nmol ATP/106 spermatozoi) (Fig. 13) . 
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Figura 13. Contenuto di ATP nel seme fresco di pernice e nei diversi gruppi congelati. C’è 
differenza statisticamente significativa tra il fresco e il congelato (Kruskal Wallis test: p<0.01) ma 
non tra i diversi gruppi congelati. 
 
 
Infine è stata riscontrata una correlazione significativa tra i valori di ATP e quelli 
della vitalità (p<0.05); è quindi possibile risalire alla percentuale di vitalità 
partendo dai valori di ATP (Fig.14). Questi risultati indicano come la valutazione 
dell’ATP possa essere considerato un ottimo parametro al fine di predire la vitalità 
degli spermatozoi in questa specie animale.  
 
Figura 14. Gli output mostrano i risultati di corrispondenza in un modello lineare di regressione 
per descrivere la relazione tra la vitalità e un variabile indipendente (ATP). C’è un relazione 
statisticamente significativa tra le due variabili (ANOVA: p<0.05). 
Plot della vitalità
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4.4. DISCUSSIONE. 
Il presente lavoro ha permesso di valutare per la prima volta il materiale seminale 
nella Pernice sarda e ha mostrato le numerose difficoltà che si incontrano spesso 
nel lavorare con le specie selvatiche. E’ stato dimostrato che il metodo del 
massaggio manuale possa essere applicato anche alla pernice sarda, ma si è anche 
visto il forte stress che esso causa negli animali. Nonostante infatti gli animali 
siano stati manipolati due volte alla settimana da febbraio a giugno di due anni 
consecutivi, non hanno mostrato alcun segno di adattamento. Quando infatti 
venivano presi per essere sottoposti al massaggio erano sempre molto stressati e 
perdevano una elevata quantità di piume in segno di disagio e paura. Il volume dei 
singoli eiaculati raccolti è notevolmente ridotto rispetto a quanto normalmente si 
raccoglie nel gallo (350 µl) o nel tacchino (320µl) (Davtian, 1986; Kurbatov et 
al., 1987). I risultati ottenuti nel presente lavoro sono simili a quelli di Lepore and 
Marks (1966) che raccolsero 15-20 µl di seme di quaglia (Quaglia giapponese), 
mentre Wentworth and Mellen (1963) ottennero solo 10 µl in media. La grande 
variabilità del volume dell’eiaculato della quaglia (da 5 a 20 µl) è stata osservata 
da Tarasewicz et al. (1997). Infine anche Chlemońska et al. (2006) hanno ottenuto 
volumi compresi tra i 12 e i 22 µl nella quaglia giapponese. Abbiamo potuto 
osservare come i volumi maggiori si siano ottenuti in maggio e ciò potrebbe far 
supporre di concentrare la raccolta proprio in quel periodo, in quanto non si hanno 
differenze significative nella vitalità e nella concentrazione in nessun mese 
considerato. La concentrazione spermatica da noi riscontrata differisce 
notevolmente dai valori ottenuti nella quaglia (2.24 x 109 spermatozoi/ml, 
Chlemońska et al., 2006) e ciò può dipendere dalla modalità del prelievo in 
quanto il massaggio manuale da noi effettuato causa spesso la produzione di 
deiezioni che, anche se in minime quantità, possono diluire il campione e falsare 
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la valutazione della concentrazione. Una seconda possibilità potrebbe essere 
legata alla secrezione della bianca "schiuma" prodotta da una ghiandola cloacale 
del maschio della quaglia (Gee et al., 2004) che, pur non avendo un’azione 
negativa, dovrebbe essere rimossa prima del prelievo (Smyth, 1968) e che 
potrebbe aver causato una diluizione nei campioni prelevati. La sua funzione 
come testimoniato da Cheng et al. (1989a; 1989b) è quella di incrementare la 
fertilità, prolungare la motilità spermatica e migliorare la competizione spermatica 
in vitro. Si è dimostrato che il seme di pernice può essere sottoposto alla 
crioconservazione. I campioni di seme congelato e scongelato presentavano 
spermatozoi vitali compresi tra l’11% e il 27 %, valori simili a quelli ottenuti da 
Chlemońska et al. (2006) con l’aggiunta del 6% di DMA su seme fresco (17.4%). 
Non esistono in letteratura dati sul seme congelato di pernice e di quaglia e 
abbiamo potuto paragonare i nostri risultati solo con lavori eseguiti su seme fresco 
di quaglia. I dati da noi ottenuti dimostrano una migliore azione del DMA ctr e del 
GLY trea rispetto al DMA trea e al GLY ctr. Questi risultati differiscono da 
quanto abbiamo ottenuto dal seme del gallo (nella prima parte della tesi), in 
quanto il glicerolo è risultato avere una migliore azione protettiva e in quanto la 
presenza del trealosio nel medium di congelamento non ha dimostrato alcuna 
azione benefica. Nella pernice entrambi i crioprotettori svolgono la stessa azione e 
così il trealosio, ma questi risultati possono dipendere dai pochi campioni 
scongelati esaminati. Il loro numero ridotto non permette di fare delle conclusioni 
specifiche sui diversi crioprotettori e sull’azione del trealosio nel materiale 
seminale di questa specie, ma ci danno notizie chiare sulla sua capacità di 
sopravvivere alla crioconservazione. 
La metodica delle comet può essere applicata anche sulla pernice con adeguate 
modifiche e si sono ottenute chiare immagini di comet. I nostri risultati non ci 
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danno differenze significative tra i vari gruppi congelati ma ci danno i primi dati 
sulle percentuali di DNA danneggiato in questa specie. Non esistono in letteratura 
dati sulle comet di seme scongelato di pernice e così di quaglia; abbiamo così 
paragonato i nostri risultati con i dati di Cabrita et al. (2005) che hanno lavorato 
sul  seme dei pesci e con quelli di Kotlowska et al. (2007) che hanno lavorato con 
seme di tacchino stoccato per 48 h ma non crioconservato. In particolare le 
percentuali di DNA nella coda nelle pernici variano da 11.1% a 15.8% contro 
quelle riscontrate da Cabrita et al. (2005) nel seme congelato di trota, comprese 
tra 30.29% a 41.44% e quelle di Kotlowska et al. (2007) nel seme stoccato di 
tacchino pari a ˜43%. Questi confronti seppur con specie differenti, ci danno 
un’indicazione sulla bassa percentuale di frammentazione del DNA riscontrata nel 
material seminale della pernice, percentuali che rispecchiano i valori da noi 
ottenuti nel seme di gallo congelato con glicerolo (trea e ctr: 12 %) studiato nella 
prima parte della presente tesi. 
Con un’adeguata metodica si è potuto misurare il quantitativo di ATP nel seme 
fresco e scongelato di pernice. Il processo di crioconservazione causa  un forte 
stress alle caratteristiche fisiche dello spermatozoo, ma anche ai componenti 
chimici essenziali per funzioni quali l’energia metabolica e la motilità. Gli 
spermatozoi di uccelli hanno una grande incapacità di mantenere il contenuto di 
ATP dopo crioconsevazione (Wishart and Palmer, 1986), così come quelli di 
bovino ( Soderquist et al., 1991).Una funzione essenziale del seme è la motilità e 
l’energia chimica richiesta  viene garantita dai mitocondri sottoforma di ATP 
(Long, 2006). La sua misurazione fornisce quindi utili indicazioni sulle qualità del 
seme e sulla sua capacità di tollerare la crioconservazione. I dati da noi ottenuti 
sul seme congelato pari a 0.11 ± 0.07 nmol ATP, e sono assimilabili a quelli 
ottenuti da Long et al. (2006) sugli spermatozoi congelati di gallo (0.05 ± 0.01 
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nmoli ATP). Mentre si differiscono i valori ottenuti sul seme fresco in quanto i 
nostri valori medi sono di 0.44 ± 0.28 nmol ATP contro i loro pari a 11.1 ± 0.01 
nmol ATP. Questa differenza può comunque dipendere dal salto di specie in 
quanto non abbiamo avuto la possibilità di verificare i livelli normali standard di 
ATP nel seme di pernice non esistendo lavori a riguardo. Possiamo però 
evidenziare come in questa specie i livelli di ATP vengano conservati 
maggiormente rispetto al gallo, osservando di quanto si abbassano i livelli. 
Abbiamo infine evidenziato una correlazione significativa tra l’ATP e la vitalità. 
La misurazione dei livelli di ATP può quindi essere utilizzata in questa specie in 
alternativa alla valutazione della vitalità con eosina nigrosina e permette la 
riduzione dei test da utilizzare nell’esame del seme. Tutto ciò fornisce un grosso 
vantaggio quando si lavora con animali come le pernici che producono volumi 
ridottissimi di seme e che portano quindi alla ottimizzazione dei test qualitativi da 
mettere in pratica al fine di poter usare un maggior quantitativo di materiale per il 
congelamento o per le inseminazioni. 
Dott.ssa Manuela Madeddu – Titolo della tesi: Creazione di una banca del seme di specie selvatiche dell’avifauna 
sarda mediante l’utilizzo del gallo come modello sperimentale.. – Tesi di dottorato in “Riproduzione, Produzione e 
Benessere Animale”. – Università degli Studi di Sassari. 
86
5. IL GRIFONE (Gyps fulvus). 
5.1. DISEGNO SPERIMENTALE. 
Nell’esposizione che segue verranno affrontati i seguenti argomenti: 
- prelievo del materiale seminale nell’avvoltoio grifone; 
- valutazione delle caratteristiche del seme (volume, concentrazione, 
vitalità); 
- valutazione della morfologia dello spermatozoo di grifone; 
- tecniche di congelamento del materiale seminale; 
- valutazioni dell’effetto della crioconservazione sul seme: vitalità, 
sopravvivenza in vitro, frammentazione del DNA, livelli di ATP nello 
spermatozoo; 
- valutazione dell’andamento dei livelli ormonali di testosterone. 
 
5.2. MATERIALI E METODI. 
Lo studio è stato condotto durante tre stagioni riproduttive dell’avvoltoio Grifone 
o “Gyps fulvus” (Dicembre-Marzo) comprese tra il 2006 e il 2008. Gli individui 
utilizzati sono ospitati presso il Centro Recupero Fauna Selvatica di Bonassai 
(Alghero) in Sardegna. Si tratta di 4 soggetti di sesso maschile ricoverati 
permanentemente nel Centro in quanto considerati individui irrecuperabili a causa 
delle gravi lesioni subite. Gli esemplari di Gyps fulvus studiati (identificati come 
By, Old, White e Young) sono di età compresa tra i 5 e i 31 anni e peso tra i 6.7 e 
gli 8.1 Kg.  
Il materiale seminale è stato prelevato due volte alla settimana durante la stagione 
riproduttiva tramite il metodo del massaggio manuale (Umapathy et al. 2005). 
L’animale veniva contenuto manualmente durante tutta la procedura della raccolta 
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del seme e richiedeva l’intervento di 4 persone. Due persone tenevano le ali e la 
testa, la terza massaggiava simultaneamente il dorso e l’addome dalla sua metà 
verso il ventre dell’animale. Il massaggio veniva fatto per 2-3 minuti e nel 
momento in cui il soggetto rispondeva con l’eversione della cloaca, il seme veniva 
raccolto dalla quarta persona mediante una micropipetta graduata (Fig. 15). Gli 




Figura 15. Fasi del prelievo di seme del grifone: il trasporto dell’animale nel’ambulatorio del 
centro recupero, il contenimento e il metodo del massaggio manuale. 
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Subito dopo il prelievo si valutava il volume tramite micropipetta graduata, la 
concentrazione spermatica con un emocitometro e la vitalità mediante l’utilizzo 
del colorante vitale eosina-nigrosina come precedentemente descritto per il 
materiale seminale di pernice. 
 La normale morfologia dello spermatozoo di Grifone è stata analizzata con un 
microscopio Olympus equipaggiato con una camera CCD e un software Olympus 
CellF (2006, Olympus Soft Imaging Solutions GmbH). Sono stati selezionati 
random un totale di 100 spermatozoi e analizzati per i principali parametri 
morfometrici (lunghezza totale, della testa, del collo, della coda e massima 
larghezza).  
Dalla seconda stagione riproduttiva si è effettuata la crioconservazione del 
materiale seminale. Sono stati congelati soltanto eiaculati che mostravano più del 
50 % di spermatozoi vitali. I campioni di seme sono stati diluiti 1:1 nel medium 
Talp (Umapathy et al. 2005) con l’aggiunta del 20 % di tuorlo d’uovo e 
raffreddati a 4˚C, in seguito veniva aggiunto un egual volume di Talp con il 6% 
di glicerolo aggiunto. Dopo 20 minuti di equilibrazione a 4˚C, il seme veniva 
congelato in forma di pellet (0.05 ml) su ghiaccio secco ed infine immerso in 
azoto liquido (-196˚C). Lo scongelamento è stato effettuato immergendo una 
falcon sterile di vetro contenente il pellet in un bagnetto d’acqua a 39˚C per 20s. 
Dopo lo scongelamento, il seme è stato lavato in Talp con una centrifugazione a 
0.8 rpm per 3 minuti e il pellet è stato risospeso nello stesso volume di medium. 
Gli spermatozoi congelati e scongelati sono stati valutati in base alla vitalità in 
vitro, misurata durante 4 ore di cultura in vitro nel medium Talp a 38˚C con il 5% 
di CO2 e al massimo dell’umidità atmosferica. La vitalità è stata misurata come 
precedentemente descritta a 0, 1, 2, 3 e 4 ore di cultura in vitro. 
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 Il seme scongelato è stato sottoposto anche in questo caso alla valutazione di 
alcuni parametri per testare l’effetto del criocongelamento sul materiale seminale 
di questa specie (frammentazione del DNA e livelli di ATP) con le stesse 
metodiche utilizzate per il seme di pernice. Tutte le valutazioni sono state eseguite 
singolarmente su ciascun individuo.  
Infine durante tutto il periodo riproduttivo dei tre anni sono stati prelevati campioni 
di sangue dalla vena ulnare degli avvoltoi maschi allo scopo di determinare le 
concentrazioni plasmatiche di testosterone tramite il metodo di radioimmunizzazione 
(Gaiani et al. 1984). In breve, il testosterone viene estratto dal plasma (100 µl) con 5 
ml di etere di etilico. L’estratto viene essiccato e il residuo viene risospeso in 1 ml di 
buffer fosfato e così sono state esaminate 2 aliquote da 300 µl. La sensibilità era di 
1.6 pg/tubo. I coefficienti di intra-misurazione e inter-misurazione della variazione 
erano rispettivamente 6.7% e 10.3%. Allo scopo di determinare il parallelismo tra il 
testosterone standard e il testosterone endogeno nel Grifone, campioni di plasma di 
due differenti animali, contenenti alte concentrazioni di testosterone endogeno 
(100µl), sono stati diluiti serialmente per ottenere volumi di 50, 25 e 10 µl. Si è 
voluto in questo modo avere il quadro ormonale dei soggetti da poter poi correlare al 
comportamento riproduttivo. E’ stato usato un test della regressione lineare per 
determinare se il plasma deviava dalla curva standard del testosterone. La 
correlazione tra i valori del plasma e dello standard erano lineari, con r = 0.99 e 
l’equazione y = 0.97x + 6.24. 
 
5.2.1. ANALISI  STATISTICHE. 
Le analisi statistiche sono state fatte usando il software di programma statistico 
Statgraphic Centurion XV ( versione 15.2.06 di Windows; StatPoint, Inc.) e una 
probabilità di P ≤ 0.05 è stato considerato come minimo livello di significatività. I 
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risultati del volume, della concentrazione e della vitalità spermatica dei singoli 
soggetti sono stati analizzati con ANOVA unidirezionale e sono espressi con la 
media ± SD. Sono stati inoltre paragonati i valori di vitalità del seme fresco con 
quello scongelato. Per le analisi dei parametri della comet (% di DNA nella coda, 
Olive tail moment, lunghezza della comet), dato che tra i soggetti era presente una 
differenza statisticamente significativa (Levene’s test; p<0.001), per analizzare le 
differenze dei parametri della comet nei diversi soggetti è stato utilizzato un test 
non-parametrico (Kruskal-Wallis test). I valori sono espressi con la media ± SD. 
Per le analisi dell’ATP, dato che tra il fresco e lo scongelato era presente una 
differenza statisticamente significativa (Levene’s test; p<0.001), è stato utilizzato 
un test non-parametrico (Kruskal-Wallis test). I valori di ATP dei diversi soggetti 
sono stati paragonati tra loro con ANOVA unidirezionale (media ± SD). Sono 
stati infine correlati i valori di ATP con la vitalità con Multiple-Variable Analysis 
(Pearson test: p<0.05). ANOVA unidirezionale è stato usato per paragonare le 
concentrazioni plasmatiche di testosterone, le concentrazioni spermatiche e la 
vitalità dell’eiaculato tra i maschi. 
 
5.3. RISULTATI. 
Sono stai fatti un totale di 58 tentativi per la raccolta del seme dai 4 maschi durante 
le tre stagioni riproduttive usando il metodo del massaggio manuale. L’eiaculazione 
è stata indotta con successo durante un breve periodo di tempo, da fine Gennaio a 
fine Febbraio inizio Marzo in tutti gli anni. Dei 4 soggetti, il più giovane (Young) ha 
prodotto seme solo durante l’ultimo anno in quanto negli anni precedenti non aveva 
ancora raggiunto la maturità sessuale. Durante i primi 2 anni infatti i campioni 
prelevati da questo soggetto non hanno evidenziato la presenza di spermatozoi, ma si 
trattava esclusivamente di urine e feci. Il soggetto di 8 anni circa (White) è stato 
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ricoverato presso il Centro di Bonassai solo verso la fine della seconda stagione 
riproduttiva esaminata ed ha perciò fornito un numero inferiore di campioni. Dei 
totali 58 tentativi, sono stati ottenuti 23 eiaculati da By (39.6 %), 12 da Old (20.7%) 
e 2 da Young (3.4 %). Per White il discorso è diverso in quanto il totale dei tentativi 
è stato 27 e gli eiaculati ottenuti 6 (22.2%) per il motivo spiegato precedentemente. Il 
volume medio varia da 11 a 13 µl e non si differenzia significativamente tra i singoli 
soggetti. La concentrazione spermatica media dei 4 animali varia da 6.45 a 38.62 x 
106 spermatozoi/ml, ma non differisce in modo statisticamente significativo a causa 
del ridotto numero di campioni di alcuni soggetti. Anche la vitalità spermatica non 
differisce nei vari individui variando da un 56.3 ad un 63.7%. Tutti i parametri hanno 
mostrato un ampio range di variabilità (Tab. 7). 
 





        Volume (µl) 
Media ± SD     Range
 
      Concent.(x106/ml)          
Media ± SD          Range    
 
          Vitalità (%) 






12 ±  6             6-20 
13 ± 11            1-38 
11 ±  7             3-20 
  
32.9 ± 34             2-98.2 
25.5 ± 21.6       3.8-76.7 
38.6 ± 56.9          5-136.9 
 
56.4 ± 12.4         43-76 
63.9 ± 14.5         34-85 
57    ± 14.7         41-70 
Young 11 ±  8             3-20   6.4 ±   5.7       2.4-10.5 61.5 ± 13.4         52-71 
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Gli spermatozoi di Grifone sono cellule vermiformi (Fig. 16) con una lunghezza 
massima di 1 ± 0.2 µm e una lunghezza di 66 ± 8.7 µm (media ± SD). La testa è 
cilindrica ed è lunga 9.2 ± 0.4 µm; il collo è lungo 2.6 ± 0.4 µm ed è seguito da un 
lungo flagello, il quale costituisce approssimativamente l’86% della lunghezza della 
cellula (57 ± 6.7 µm).  
 
 
Figure 16. Normale morfologia dello spermatozoo dell’avvoltoio Grifone (Gyps fulvus).  
 
 
Sono stati crioconservati 7 eiaculati da By (66.1 ± 9% spermatozoi vitali), 4 da Old 
(65.5 ± 7.15%), 2 da White (65 ± 7%) e 2 da Young (61.5 ± 13.4%). Sono stati 
scartati un totale di 18 campioni da By, Old e White perché contaminati dalle 
deiezioni e quindi non adatti alla crioconservazione. La vitalità spermatica dopo 
scongelamento non differisce tra i 4 individui (54 % in By; 57% in Old; 52% in 
White e 41% in Young) ma diminuisce in maniera significativa rispetto al fresco 
(64%) (p<0.05). Le curve di regressione e i valori della vitalità nelle diverse ore di 
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cultura in vitro non differiscono tra i vari soggetti. Solo By e Young hanno 


















Figura 17. Curve di regressione della vitalità in vitro del seme dei 4 individui. Non ci sono 
differenze significative tra le diverse curve (Multiple regression analysis, p>0.05). C’è differenza 




La frammentazione del DNA dopo congelamento e scongelamento non presentava 
differenze significative tra i vari soggetti in tutti i parametri valutati (Tab. 8). Il 
protocollo descritto ha prodotto chiare immagini di comet (Fig. 18). 
 
Tabella 8. Effetto della crioconservazione sul DNA del seme di grifone nei diversi soggetti. 
 
Grifoni                   %DNA coda      olive tail moment       lunghezza comet (µm) 
 
 
Old                           7 ± 8.5               19.93 ± 22.88                    141 ± 47 
By                       16.3 ± 20.4             21.24 ± 26.92                    167 ± 116 
Young                   9.7 ± 9.6               22.85 ± 23.75                    156 ± 54 
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Figura 18. Immagini di comet di spermatozoi congelati e scongelati di Grifone che mostrano un 
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I livelli di ATP nel seme scongelato erano significativamente minori (0.22 ± 0.14 
nmol ATP/106 spermatozoi) rispetto al seme fresco (1.06 ± 0.72 nmol ATP/106 
spermatozoi) (Kruskal Wallis test: p<0.001), mentre non c’erano differenze 
significative tra i vari soggetti: Old (0.06 nmol ATP/106 spermatozoi), By (0.25 ± 


































Figura 19. Effetto della crioconservazione sul contenuto di ATP negli spermatozoi di grifone. I 
livelli di ATP nel congelato diminuiscono in maniera significativa come inciato dalle lettere 
(Kruskal Wallis test: p<0.001). 
 
 
Durante la stagione non riproduttiva, le concentrazioni plasmatiche di testosterone 
(media ± SD) non differivano nei 3 avvoltoi (0.37 ± 0.19 ng/ml in By; 0.34 ± 0.32 
ng/ml in Old e 0.39 ± 0.13 ng/ml in Young). Durante la stagione riproduttiva 
(Dicembre-Marzo) le concentrazioni plasmatiche di testosterone fluttuano 
diversamente nei 3 avvoltoi (Fig. 20). Mentre in Young la concentrazione di 
testosterone non differisce dai livelli medi, questi valori salgono significativamente 
sopra i valori medi (p<0.01) da metà Gennaio ai primi di Marzo in By e da metà 
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Dicembre fino a fine Gennaio in Old. Durante questo breve periodo la più alta 
concentrazione plasmatica misurata in By è stata 4.93 ng/ml, mentre il più alto 
valore misurato in Old è stato 2.00 ng/ml. Non è stata trovata una correlazione tra le 
































































Figure 20. Concentrazioni plasmatiche di testosterone registrate da Settembre a Marzo nei tre 
grifoni durante le prime due stagioni riproduttive. 




5.4. DISCUSSIONE . 
Questo studio riporta i dati originali sui parametri riproduttivi di base del Grifone, 
riguardo alle caratteristiche del seme, l’abilità alla sopravvivenza alle procedure di 
congelamento e scongelamento e le fluttuazioni di testosterone durante la stagione 
riproduttiva. Sebbene i risultati riportati qui siano basati su un limitato numero di 
individui, un problema comune quando si ha a che fare con specie in pericolo, i 
nostri dati sono importanti per lo sviluppo futuro di una banca di risorsa genetica per 
queste e relative specie. Inoltre, come parte di questo tentativo, è essenziale dare 
l’opportunità di imparare la biologia riproduttiva di base delle specie che devono 
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essere protette. Il presente studio dimostra che il metodo del massaggio della raccolta 
del seme può essere usato per indurre l’eiaculazione nell’avvoltoio Grifone, anche se 
l’efficienza con la quale gli avvoltoi hanno eiaculato (39.6 % By, 20.7 % Old, 22.2 
% White e 3.4 % Young) era inferiore rispetto al tasso ottenuto in altri uccelli, tali 
come l’avvoltoio Indiano dal dorso bianco (84.6%; Umapathi et al. 2005), il gheppio 
Americano (74%; Bird et al. 1976), le gru di Sandhill (86%; Gee and Temple 1978), 
e il piccione blue rock (90%; Sontakke et al. 2004), usando lo stesso metodo. L’uso 
del contatto visivo  con la femmina nel caso dello studio di Umapathy potrebbe 
spiegare la differenza (Bozynski and Liley 2003; Pinxten et al. 2003). Nel nostro 
studio l’eiaculazione è stata indotta con successo solo dal tardo Gennaio al tardo 
Febbraio. Questo breve periodo di tempo dovrebbe essere considerato come il 
miglior periodo per i tentativi di prelievo del seme nell’avvoltoio Grifone. 
Considerando solo i tentativi (n = 36) fatti durante questo periodo nei 3 anni 
consecutivi, il quale coincide con il crescere della concentrazione plasmatici del 
testosterone, l’efficienza del metodo di prelievo è del 63.8 % per By e del 33.3 % per 
Old. Un discorso a parte va fatto per White che è stato coinvolto nel lavoro solo alla 
fine della seconda stagione riproduttiva (14 tentativi con un 42.8% di successo) e per 
Young che ha iniziato a produrre seme solo nell’ultima stagione esaminata. Il 
volume medio degli eiaculati (12 µl) si discosta notevolmente dai valori ottenuti da 
Umapathy et al. (2005), pari a 370 µl. Questa notevole differenza potrebbe essere 
legata al metodo del prelievo in quanto non è facile riuscire ad individuare il 
materiale da raccogliere e quello da scartare. Il 41.8% degli eiaculati ottenuti in 
questo lavoro infatti sono stati scartati perché contaminati da urine e materiale 
fecale. Precedenti studi hanno mostrato come le urine siano una comune fonte di 
contaminazione degli eiaculati dell’aquila reale (36.8%), dell’aquila imperiale 
(43.1%), del falco pellegrino (48.2%) (Blanco et al. 2000), del gheppio americano 
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(50%) (Bird et al., 1976) e del grifone indiano (39.4%) (Umaphaty et al.,2005).  
Blanco et al. (2002) ha riportato che le differenza anatomiche e comportamentali 
nell’aquila reale ed imperiale erano collegate ad una più ampia contaminazione del 
seme paragonate a quello dell’aquila del Bonelli. La concentrazione spermatica 
media negli eiaculati paragonata ai dati riportati nell’avvoltoio Indiano dal dorso 
bianco (58.4 x 106/ml, Umapathy et al. 2005) è più bassa in tutti i soggetti anche se 
nei 3 soggetti di età maggiore (Old, By e White) il range è davvero molto ampio e 
raggiunge spesso i valori del grifone indiano. Anche questa differenza è 
probabilmente collegata al metodo del prelievo e alla stimolazione dell’urinazione 
con una conseguente diluizione degli eiaculati (Gee et al. 1985), in quanto come 
detto in precedenza non è sempre semplice discernere il seme. La vitalità non 
differisce tra i 4 individui (valore medio 59.7%) ed è superiore ai dati riportati per 
l’avvoltoio Indiano dal dorso bianco (46.8%, valutato come media della motilità; 
Umapathy et al. 2005). I nostri dati suggeriscono anche che gli spermatozoi di 
grifone possono tollerare la procedura di congelamento e di scongelamento, senza 
mostrare una riduzione significativa nella vitalità (51%) e sono capaci di 
sopravvivere durante 4 ore di cultura in vitro. Questo risultato è conforme a ciò che è 
stato riportato per l’avvoltoio Indiano dal dorso bianco dove il 50% degli 
spermatozoi erano mobili durante due ore di cultura in vitro (Umapathy et al. 2005), 
ma riveste un significato maggiore in quanto la prova in vitro da noi effettuata è stata 
eseguita su seme congelato e scongelato mentre il seme di grifone indiano era 
materiale fresco. La metodica delle comet può essere applicata anche sul grifone 
come precedentemente visto sulla pernice con adeguate modifiche e si sono ottenute 
chiare immagini di comet. I nostri risultati non ci danno differenze significative tra i 
soggetti, ma ci danno i primi dati sulle percentuali di DNA danneggiato in questa 
specie. Non esistono in letteratura dati sulle comet di seme scongelato di grifone; 
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abbiamo così paragonato i nostri risultati con i dati di Cabrita et al. (2005) che hanno 
lavorato sul seme dei pesci e con quelli di Kotlowska et al. (2007) che hanno 
lavorato con seme di tacchino stoccato per 48 h ma non crioconservato. In 
particolare le percentuali di DNA nella coda nelle degli esemplari di grifone variano 
da 7% a 16.8% contro quelle riscontrate da Cabrita et al. (2005) nel seme congelato 
di trota, comprese tra 30.29% a 41.44% e quelle di Kotlowska et al. (2007) nel seme 
stoccato di tacchino pari a ˜43%. Questi confronti seppur con specie differenti, ci 
danno un’indicazione sulla bassa percentuale di frammentazione del DNA 
riscontrata nel material seminale della grifone, percentuali che rispecchiano i valori 
da noi ottenuti nel seme di gallo congelato con glicerolo (trea e ctr: 12 %) e in quello 
delle pernici (da 11.1 a 15.8%) studiato nei precedenti capitoli della presente tesi. 
Con un’adeguata metodica si è potuto misurare il quantitativo di ATP nel seme 
fresco e scongelato di grifone. Il processo di crioconservazione causa un forte stress 
alle caratteristiche fisiche dello spermatozoo, ma anche ai componenti chimici 
essenziali per funzioni quali l’energia metabolica e la motilità. Gli spermatozoi di 
uccelli hanno una grande incapacità di mantenere il contenuto di ATP dopo 
crioconsevazione (Wishart and Palmer, 1986). Una funzione essenziale del seme è la 
motilità e l’energia chimica richiesta  viene garantita dai mitocondri sottoforma di 
ATP (Long, 2006). La sua misurazione fornisce quindi utili indicazioni sulle qualità 
del seme e sulla sua capacità di tollerare la crioconservazione. I dati medi (di tutti i 
soggetti) da noi ottenuti sul seme congelato sono pari a 0.22 ± 0.14 nmol ATP, e 
sono leggermente superiori a  quelli ottenuti da Long et al. (2006) sugli spermatozoi 
congelati di gallo (0.05 ± 0.01 nmoli ATP). Mentre si differiscono i valori ottenuti 
sul seme fresco in quanto i nostri valori medi sono di 1.06 ± 0.72 contro i loro pari a 
11.1 ± 0.01 nmol ATP. Abbiamo potuto osservare come Young (0.29 nmol ATP), il 
più giovane, preservi un maggior quantitativo di ATP rispetto agli altri esemplari 
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anche se non in maniera significativa per il limitato numero di campioni. Questa 
differenza può comunque dipendere dal salto di specie in quanto non abbiamo avuto 
la possibilità di verificare i livelli normali standard di ATP nel seme di grifone non 
esistendo lavori a riguardo. Abbiamo infine evidenziato una correlazione 
significativa tra l’ATP e la vitalità. La misurazione dei livelli di ATP può quindi 
essere utilizzata anche in questa specie, così come nel gallo e nella pernice, in 
alternativa alla valutazione della vitalità con eosina nigrosina e permette la riduzione 
dei test da utilizzare nell’esame del seme. Tutto ciò fornisce un grosso vantaggio 
quando si lavora con questo tipo di animali. I volumi spesso ridottissimi di seme, la 
difficoltà di ottenere eiaculati di buona qualità, il limitato numero di campioni a 
disposizione portano infatti alla selezione degli esami da effettuare sul materiale che 
si ha in possesso. E’ un chiaro esempio il fatto che non abbiamo potuto eseguire tutte 
le valutazioni anche sul seme del soggetto White, in quanto abbiamo dovuto 
scegliere quali test applicare per il ridotto quantitativo di seme a nostra disposizione.  
I livelli plasmatici di testosterone sono stati determinati allo scopo di definire meglio 
la stagione riproduttiva del Grifone per pianificare il tempo della raccolta del seme. 
Nella riproduzione stagionale degli uccelli, il testosterone plasmatico nei maschi 
mostra tipicamente un basso livello basale durante la stagione non riproduttiva e uno 
o più periodi con elevati livelli durante la stagione riproduttiva (Kempenaers et al. 
2008). I nostri risultati hanno mostrato che i valori di testosterone plasmatici nel 
maschio più giovane non eccedono mai i livelli basali, mentre negli avvoltoi adulti i 
livelli di testosterone sono significativamente più alti durante la stagione riproduttiva 
paragonato a quella non riproduttiva e hanno raggiunto i valori più alti nel maschio 
By. Questo dato è conforme al comportamento descritto in natura dal periodo 
riproduttivo che inizia presto nell’anno, e in Sardegna raggiunge il picco più alto in 
Dicembre - Gennaio. Tra specie e popolazioni, i livelli medi di testosterone durante 
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la stagione riproduttiva differiscono sostanzialmente, e questa variazione è stata 
collegata alla variazione nella selezione sessuale (Garamszegi et al. 2005) o nelle 
caratteristiche complessive del ciclo vitale (Ricklefs and Wikelski 2002). 
Sfortunatamente, in letteratura non è riportato niente riguardo alla concentrazione 
plasmatica di testosterone del grifone durante la stagione riproduttiva e non e sono 
rari studi sistematici che testino se e come i livelli plasmatici di testosterone 
cambiano durante la vita degli individui. Alcuni lavori sui Passeriformi, i quali 
raggiungono la maturità sessuale dai 6 mesi ad anno a seconda dalla specie, il sesso, 
il genotipo e le condizioni ambientali (Campbell and Lack 1985; Summers-Smith 
1988; Groschupf 2001; Kempenaers et al. 2008), hanno riportato che i livelli di 
testosterone non variano attraverso le varie classi d’età (Borgia and Wingfield 1991; 
Beletsky et al. 1995; Peters et al. 2002; Smith et al. 2005). D’altra parte, Yang et al. 
(1998) ha mostrato che la concentrazione plasmatica di testosterone è in relazione 
all’inizio della maturità sessuale da quando i livelli basali di LH e di testosterone 
erano molto più alti nei tacchini sessualmente maturi rispetto a quelli immaturi. 
L’avvoltoio grifone è una specie a vita lunga che mostra una tarda maturità sessuale 
(5-6 anni) e una bassa fecondità (Sarrazin et al. 1996). Perciò, noi possiamo 
affermare che il maschio più giovane (Young) può essere considerato un prepubere, 
almeno nelle prime due stagioni riproduttive, poiché i livelli plasmatici di 
testosterone non hanno mai superato i livelli basali e poiché non sono stati raccolti 
spermatozoi dal metodo del massaggio manuale durante quel periodo. Non abbiamo 
potuto inserire gli ormoni dell’ultima stagione riproduttiva (in quanto siamo ancora 
in attesa dei risultati), ma ci saremmo aspettati un aumento dei livelli di testosterone 
anche in Young, dato l’avvio della spermatogenesi anche in questo esemplare 
durante l’ultimo anno. Non abbiamo purtroppo il profilo ormonale del quarto 
esemplare sempre per lo stesso motivo. Tuttavia, la scoperta di tali patterns richiede 
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specifici test statistici e campioni di misura relativamente larga. Il testosterone è 
necessario per la normale spermatogenesi ed è strettamente associato alla misura dei 
testicoli e alla produzione spermatica (per la review vedere: Kirby and Frooman 
2000). Le potenziali connessioni tra il testosterone e la qualità spermatica sono poco 
chiare e i metabolismi attraverso i quali il testosterone potrebbe influenzare la vitalità 
spermatica non sono noti. Nel nostro studio non abbiamo trovato correlazione tra le 
concentrazioni plasmatiche di testosterone e i parametri del seme. Nell’anatra pintail 
del Nord (Anas acuta), le concentrazioni di testosterone attraverso la stagione 
riproduttiva sono correlate al numero totale di spermatozoi prodotto e alle 
percentuali di spermatozoi dalla morfologia normale (Pendolf et al. 2000). D’altra 
parte, precedenti studi non sono riusciti a trovare nessuna correlazione tra i livelli 
plasmatici di testosterone e la qualità spermatica (tacchino domestico: Hagen and 
Dziuk 1985; gallo: Cecil and Bakst 1988; anatra di Mallard: Stunden et al. 1998). In 
conclusione, questo studio suggerisce che il periodo compreso tra fine Gennaio e 
fine Febbraio, possa essere considerato come il periodo migliore per i tentativi di 
prelievo del seme nel Grifone, come indicato dai livelli di testosterone e dai tassi di 
successo nell’induzione dell’eiaculato tramite il metodo del massaggio manuale. I 
nostri risultati hanno anche evidenziato che i Grifoni tenuti in cattività mostrano 
variazioni individuali nella fluttuazione del testosterone durante la stagione 
riproduttiva e un ampio range di valori nella concentrazione dell’eiaculato. Sono 
necessari ulteriori studi che permettano di identificare i possibili fattori correlati al 
successo della crioconservazione del seme nel Grifone, anche se tutte le informazioni 
acquisite grazie a questi anni di studio sono già un valido aiuto per la selezione di 
maschi da utilizzare per la raccolta del seme e la crioconservazione, in funzione 
dell’attivazione di un programma di riproduzione assistita con la creazione di una 
banca del seme e l’utilizzo dell’AI al fine di salvaguardare questo maestoso rapace. 
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6. CONCLUSIONI. 
Lavorare con il materiale seminale delle specie avicole presenta non poche difficoltà, 
come testimoniato ampiamente in letteratura e confermato dal presente studio. 
Nonostante ciò l’interesse e la volontà di intervenire attivamente nella salvaguardia 
di alcune specie selvatiche dell’avifauna sarda (il grifone e la pernice sarda) ha 
portato alla realizzazione di questo lavoro. Le difficoltà che spesso si incontrano nel 
maneggiare specie selvatiche hanno spinto verso l’utilizzo del gallo (Gallus 
domesticus) come modello sperimentale. Le prove eseguite su questa specie 
domestica hanno infatti permesso l’acquisizione di nozioni tecniche e pratiche da 
poter poi sfruttare sul selvatico. Sono state messe a punto metodiche di 
congelamento in seguito applicate alle due specie sarde ed è stata dimostrata la 
capacità di sopravvivenza delle cellule spermatiche di entrambe. Una volta 
individuata la tecnica più adatta per ciascuna specie si sono volute ricercare le 
metodiche di valutazione del seme più predittive al fine di selezionare le migliori a 
discapito delle altre. Lavorando con il materiale seminale di queste specie selvatiche 
infatti ci si è spesso trovati di fronte ad un ridotto quantitativo di campione da 
esaminare ed utilizzare. Ciò è legato alla metodica del prelievo, alla refrattarietà 
degli animali ad abituarsi alla manipolazione e all’impossibilità di ottenere eiaculati 
ad ogni prelievo. Avendo a che fare con volumi dell’ordine dei 10-20µl, si è cercato 
di individuare i test migliori da utilizzare per la valutazione della qualità 
dell’eiaculato. Si è potuto applicare anche su queste specie la metodica delle comet 
per la misurazione della frammentazione del DNA ma in particolar modo la 
misurazione del contenuto di ATP nello spermatozoo ha dato una chiara prova 
dell’esistenza di una forte correlazione con la vitalità, carattere fondamentale per un 
buon seme. Sono emerse notevoli differenze nei valori di questi parametri nelle tre 
Dott.ssa Manuela Madeddu – Titolo della tesi: Creazione di una banca del seme di specie selvatiche dell’avifauna 
sarda mediante l’utilizzo del gallo come modello sperimentale.. – Tesi di dottorato in “Riproduzione, Produzione e 
Benessere Animale”. – Università degli Studi di Sassari. 
105
differenti specie di uccelli e ciò sottolinea ancora una volta la necessità di studi 
specie-specifici per sviluppare e per migliore la riproduzione assistita del pollame e 
delle specie selvatiche in pericolo, al fine di determinare le opportune modifiche 
nelle metodiche rispondenti alle singole caratteristiche riproduttive. I risultati 
ottenuti sia nella pernice che nel grifone ci hanno permesso di porre le basi per la 
creazione di una banca del seme per la loro salvaguardia. E’ stata infatti appurata la 
sopravvivenza alla metodica della crioconservazione e si sono sviluppati i test più 
adatti che aiutino nella scelta del maschio migliore nella prospettiva di un 
programma di riproduzione assistita. Inoltre, la determinazione dei livelli ormonali 
durante la stagione riproduttiva ha fornito importanti nozioni sulla biologia 
riproduttiva dell’avvoltoio grifone e ha permesso di avere delle indicazioni chiare sul 
periodo ottimale in cui praticare il prelievo del materiale seminale. Da quanto sopra 
discusso, il fattore limitante la pronta applicazione di questa tecnica nel Grifone 
risulta per il momento il ridotto volume dell’eiaculato, che rende necessario 
l’ottenimento di più campioni al fine di ottenere una effettiva dose fecondante. 
L’utilizzo di animali imprintati o la presenza di una femmina come stimolo positivo 
al momento del prelievo potrebbero fornire un valido ausilio nel cercare di 
implementare il volume dell’eiaculato ottenibile.  
Per quanto riguarda la pernice sarda, la costituzione di una banca del seme a partire 
da individui puri permetterebbe di poter gestire in maniera ottimale i numerosi centri 
di riproduzione presenti nell’isola. In funzione del ripopolamento di questa specie 
selvatica nell’isola, l’utilizzo della fecondazione artificiale con seme congelato 
porterebbe infatti alla ottimizzazione nell’uso dei riproduttori migliori, alla 
diminuzione nel rischio di inbreeding dentro l’allevamento e alla facilitazione nello 
scambio tra riproduttori, benefici del seme crioconservato già ben documentati nei 
mammiferi.  
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